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Uber GesetzmaBigkeiten des Strontium-Stoffwechsels 
im Skelet und den Mechanismus der ,,Fixierung“ 
von Strontium im Knochensystem 
Von 
Albrecht Schmid 


Aus dem Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der Tierirztlichen Fakultit der 
Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. h. c. K. Zipf) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 18. Mai 1961) 


Die Entstehung radioaktiver Isotope mit groBer physikalischer und 
biologischer Halbwertszeit bei der Atomkernspaltung hat die Aufmerk- 
samkeit auf einige lange Zeit wenig beachtete Elemente gelenkt. Zu 
ihnen gehért Strontium, das — abgesehen von einigen Meerestieren — 
kaum physiologische Bedeutung im Tierreich besitzt. 


Der Stoffwechsel von Strontium war in den letzten fiinfzehn Jahren 
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Dabei sind viele Erkenntnisse 
iiber Resorption, Verteilung, Ablagerung und Ausscheidung von Strontium 
gewonnen worden. Weniger bekannt sind jene Vorgange, die im Skelet 
ablaufen. 

In der vorliegenden Arbeit wird tiber GesetzmaBigkeiten des 
Strontium-Umsatzes im Skelet und den Mechanismus der ,,Fixierung“ 
von Strontium im Knochensystem auf Grund von Versuchen in vivo 
berichtet. 


Friihere Untersuchungen 


Retiniertes Strontium ist beim Kaninchen zu 99% im Skelet abge- 
lagert; andere Organe enthalten weniger als 0,1°%'!. Diese offenbare 
Knochenaffinitét wird in vielen anderen Untersuchungen bestatigt?-°. 
Sie kennzeichnet das Skelet als Hauptorgan des Strontium-Stoffwechsels. 


1 B. Kidman, M. L. Tutt u. J. M. Vaughan, J. Pathol. Bacteriol. 62, 209 
[1950]. 
2 G.C.H. Bauer, A. Carlsson u. B. A. Lindquist, Acta physiol. scand. 
35, 56 [1955]; A. M. Brues, H. Lisco u. M. P. Finkel, US-AEC Document No 
MDDC 145 [1946]; B. Engfeldt, R. Bjérnstedt, C.-J. Clemedson u. A. Eng- 
strém, Acta orthopaed. scand. 24, 101 [1954]; M. P. Finkel, Physiol. Zodél. 20, 
405 [1947]; J.G. Hamilton, Radiology 49, 325 [1947]; J. Jowsey, B. Rayner, 
M. L. Tutt u. J. M. Vaughan, Brit. J. exp. Pathol. 34, 384 [1953]; B. Kidman, 
B. Rayner, M.L. Tutt u. J. M. Vaughan, J. Pathol. Bacteriol. 64, 453 [1952]; 
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Normaler Strontiumgehalt des Skelets 


Das Skelet der Wirbeltiere enthalt normalerweise nur Spuren von 
Strontium®’?, In neueren Untersuchungen von Héglund® wurden in 
menschlicher Knochenasche 0,101 + 0,024°/,, gefunden. Dabei ware 
keine Unterschiede zwischen Tibia und den Wirbeln, den Geschlechtern 
und Individuen verschiedenen Alters (11—90 Jahre) festzustellen. Zum 
gleichen Ergebnis kamen auch andere Untersucher’®. 


Strontium-Einbau 


Der Strontium-Aufnahme folgt eine rasche Einlagerung in das 
Skelet, deren Maximum sich bei intravenéser Verabreichung (Kaninchen) 
nach 15 bis 35 Min.!°, bei intraperitonealer Applikation (Ratte) nach et- 
wa 6 Stdn." und bei oraler Aufnahme (Mensch) nach etwa 24 Stdn.!? ein- 
stellt. Ahnliche Befunde wurden bei Verwendung von “5Ca erhoben"®. 

Die Einlagerungsgeschwindigkeit ist bei wachsenden Individuen 
groBer als bei erwachsenen!*. Allgemein kann gesagt werden, daB dice 


C. Pecher, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 46, 86 [1941]; C. Pecher u. J. Pecher, 
ebenda 46, 91 [1941]; R. D. Ray, D. F. La Violette, H. D. Buckley u. R.S. 
Moisman, J. Bone Joint Surg. 37-A, 143 [1955]; R. D. Ray, D. M. Thompson, 
N. K. Wolff u. D. F. La Violette, ebenda 38-A, 160 [1956]; K. Scharrer u. 
W. Schropp, Ernahr. d. Pflanze 29, 413 [1933]; E. Shorr u. A. E. Carter, Bull. 
Hosp. Joint Dis. 18, 59 [1952]; H. Spencer, M. Brothers, E. Berger, H. E. 
Hart u. D. Laszlow, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 155 [1956]; K. K. Turekian 
u. J. L. Kulp, Science [Washington] 124, 405 [1956]; M. L. Tutt, B. Kidman, 
B. Rayner u. J. M. Vaughan, Brit. J. exp. Pathol. 33, 207 [1952]. 

3D. H. Copp, D.J. Axelrod u. J.G. Hamilton, Amer. J. Roentgenol. 
Radium Therapy 58, 10 [1947]. 

4 J. Jowsey, M.Owen, M.L. Tutt u. J. M. Vaughan, Brit. J. exp. 
Pathol. 36, 22 [1955]. 

5 H. Lisco, M. P. Finkel u. A. M. Brues, Radiology 49, 361 [1947]. 

6 G. V. Alexander, R.E. Nusbaum u. N.S. MacDonald, J. biol. Chemi- 
stry 218, 911 [1956]; T. Asari, J. chem. Soc. Japan, pure Chem. Sect. [Nippon 
Kagaku Zassi] 71, 12 [1950]; A. Desgrez u. J. Meunier, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 185, 160 [1927]; W. Gerlach u. R. Miller, Virchows Arch. pathol. 
Anatom. Physiol. klin. Med. 294, 210 [1934]; L. L. Rusoff u. L.W. Gaddum, 
J. Nutrit. 15, 169 [1938]; J. H. Sheldon u. H. Ramage, Biochem. J. 25, 1608 
[1931]. 

7 R. M. Hodges, N.S. MacDonald, R. E. Nusbaum, R. Stearns, F. Ez- 
mirlian, P. Spain u. C. McArthur, J. biol. Chemistry 185, 519 [1950]. 

8 G. Héglund, Exp. Cell Res. 17, 565 [1959]. 

® D.L. Thurber, J.L. Kulp, E.Hodges u. J.M.Wampler, Science 
[Washington] 128, 256 [1958]. 

10 N.S. MacDonald, J. Lab. clin. Med. 52, 541 [1958]. 

A. Engstrém, R. Bjérnstedt, C.-J. Clemedson u. A. Nelson, Bone 
and Radiostrontium, 1. Aufl., Almquist & Wiksell, Stockholm, John Wiley & Sons 
Ine., New York 1957. 

22 D. Laszlow u. H. Spencer, Proc. II. U.N. Intern. Conf. Peaceful Uses 
Atomic Energy, Geneva 28, 425 [1958]. 

18 F. Bronner, J. gen. Physiol. 41, 767 [1958]; W. P. Norris u. W. Kisie- 
leski, Cold Spring Harbor Sympos. quantitat. Biol. 13, 164 [1948]. 

14 ©. L. Comar u. R. H. Wasserman, Proc. I. U.N. Intern. Conf. Peaceful 
Uses Atomic Energy, Geneva 4, 191 [1957]. 
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Einlagerung von Fremdmetallen in das Skelet besonders schnell in 
Zentren aktiven Stoffumsatzes vor sich geht * 1% 15-20. 

Der Umfang der Strontium-Einlagerung in das Skelet scheint von 
tierartlichen Faktoren mitbestimmt zu werden. Nach Untersuchungen 
von Lisco et al. retinieren Kaninchen unter vergleichbaren Bedingungen 
21%, Mause 45% und Ratten 59% Strontium einer einmaligen Dosis. 
Aber auch bei einer Tierart kénnen erhebliche Schwankungen auftreten, 
welche u.a. vom Calciumgehalt des Futters (niedriger Calciumgehalt 
erhéht die Retention? *: 4: 24), vom Alter der Tiere (junge Tiere retinieren 
mehr als erwachsene® 4; 14, 22), yon der Dauer der Strontium-Verab- 
reichung (bei langerer Verabreichung sinkt die Retention erheblich?*), 
vom Ernaéhrungszustand*4 usw. abhaéngen kénnen. Daneben sind Fak- 
toren bekannt, welche die Retention indirekt tiber die Resorption be- 
einflussen 11; 12, 14, 18, 25, 

Welche Folgen ergeben sich aus der Einlagerung inaktiven Stron- 
tiums in das Skelet ? 

Schon 1894 stellte Weiske**® nach zwei Monate langer Verab- 
reichung von Strontiumcarbonat an fiinf Wochen alte Kaninchen im 
Skelet einen erheblich erniedrigten Calcium- und Phosphatgehalt, 
eine Abnahme des Aschegehaltes, eine starke Zunahme der or- 
ganischen Substanz, einen nahezu vollstandigen Verlust des Fettes 
und eine leichte Zunahme des Wassergehaltes fest. Bei jungen Hunden 
beobachtete Cremer?’ nach Strontiumverfiitterung verkriimmte Ex- 
tremitéten und Bewegungsstérungen und Stoeltzner*® ,,Knochener- 
krankungen, die von Rachitis verschieden sind‘‘. Andere Autoren hielten 


15 G. C. H. Bauer, Proc. I. U.N. Intern. Conf. Peaceful Uses Atomic Energy, 
Geneva 4, 232 [1957]. 

16 W. E. Cohn u. D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 130, 625 [1939]. 

17 B. Engfeldt u. S.-O. Hjertquist, Acta pathol. microbiol. scand. 35, 
205 [1954]. 

18 D. M. Greenberg, J. biol. Chemistry 157, 99 [1945]. 

19 W. F. Neuman, M. W. Neuman, E. R. Main u. B. J. Mulryan, J. biol. 
Chemistry 179, 341 [1949]. 

20 W. F. Neuman u. B.J. Mulryan, J. biol. Chemistry 185, 705 [1950]. 

21 R. F. Palmer, R. C. Thompson u. H. A. Kornberg, Science [Washing- 
ton] 128, 1505 [1958]. 

22 P.W. Durbin, M.W.Parrot, M.H. Williams, M.E. Johnston, 
C. W. Asling u. J. G. Hamilton, zit. nach le... - 

23 N. S. MacDonald, R. E. Nusbaum, R. Stearns, F. Ezmirlian, 
C. McArthur u. P. Spain, J. biol. Chemistry 188, 137 [1951]. 

24 D.C. Jones u. D. H. Copp, Nucl. Sci. Abstr. 4, No. 6305 [1950]. 

25 ©. L. Comar, R.H. Wasserman u. M.M.Nold, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 92, 859 [1956]; C. L. Comar, R. H. Wasserman, S. Ullberg u. G. A. An- 
drews, ebenda 95, 386 [1957]; N.S. MacDonald, P.C. Spain, F. Ezmirlian 
u. D. E. Rounds, J. Nutrit. 57, 555 [1955]; J.G. Hamilton, US-AEC-Report 
MDDC-1001; G. E. Harrison, H.G. Jones u. A. Sutton, Brit. J. Pharmacol. 
Chemotherapy 12, 336 [1957]; R. H. Wasserman, C. L. Comar u. M. M. Nold, 
J. Nutrit. 59, 371 [1956]. 

26 H. Weiske, Z. Biol. 31, 421 [1894]. 

27 M. Cremer, S.-B. Ges. Morphol. Physiol. Miinchen 7, 124 [1891]. 

28 H. Stoeltzner, Biochem. Z. 12, 119 [1908]. 
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solche Erscheinungen fiir Rachitissymptome’: 2°. In neuerer Zeit: sahen 
MacDonald et al.7 unmittelbar eintretende Wachstumshem- 
mung bei Maéusen, Verkalkungsdefekte bei Ratten und duBerten 
die Meinung, daB Strontium die Calcifikation wachsender Knochen 
verhindere. 

Aus den angefiihrten Befunden ergibt sich, daB Calcium im Skelet 
nicht durch Strontium ersetzt werden kann. 

Die Verteilung von Strontium und Calcium im Skelet stimmt nach 
Hamilton*® weitgehend iiberein. Beide Metalle liegen zunachst in den 
neugebildeten, wenig mineralisierten Knochenbezirken vor, wahrend 
die vollstaéndig mineralisierten Knochenteile kaum eine Isotopenauf- 
nahme erkennen lassen?’. 

Soweit es sich hier um Haverssche Systeme handelt, ist es méglich, sich diese 
Verhialtnisse detailliert vorzustellen: Nach Wassermann®* sind die konzentrisch 
um den Haversschen Kanal angeordneten Knochenlamellen radial von feinen 
Canaliculi durchzogen, in welchen die Auslaufer der in ausgesparten Lacunen be- 
findlichen Knochenzellen liegen. Diese Kanalchen kommunizieren mit dem Ha- 
versschen Kanal. Sie sind mit einer permeablen Membran, der sogenannten 
Neumannschen Grenzscheide, ausgekleidet. Jenseits dieser Grenzscheide weist die 
Interzellularsubstanz nach v. Kreudenstein*® bis zwischen die einzelnen Apatit- 
ee hineinreichende, feinste Spaltriume auf, welche den Stoffaustausch ver- 
mitteln. 

Mit diesen Vorstellungen stimmen réntgenographische Befunde von Eng- 
strém et al.1! iiberein, nach welchen die Mineralisierung der Haversschen 
Systeme konzentrisch um den Kanal fortschreitet, d. h., es besteht ein Mineralsalz- 
gradient vom Lumen des Systems gegen die Peripherie hin. 

Die in den Haversschen Systemen beobachtete Anhaufung von 
Strontium und Calcium erklart sich also letzten Endes durch den nahezu 
unmittelbaren Kontakt mit dem Blutplasma**. Auf ahnliche Weise laBt 
sich die erhéhte Strontium-Einlagerung in spongiésen Knochen** %4 und 
die Ansammlung im Frakturcallus!® sowie die gleichmaBigere Verteilung 
von Strontium in den Knochen wachsender Tiere*® verstehen. Ebenso 
verstandlich ist, daB unter diesen Umstanden die Applikationsart keinen 
EinfluB auf die Verteilung von Strontium hat*®: *5. 

Im Gegensatz zu diesen primaren Vorgangen ist das normalerweise 
im Skelet vorliegende Strontium bei wachsenden und erwachsenen 
Individuen véllig gleichmaBig verteiit®: °. Der Ubergang einer inhomo- 

29 R. Robison, K. A.O. Law u. A. K. Rosenheim, Biochem. J. 30, 66 
[1936]; J. Roche u. M. Mourgue, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 130, 1136 [1939]; 
P. G. Shipley, E. A. Park, E. V. McCollum, H. Simmonds u. E. M. Kinney, 
Bull. Johns Hopkins Hosp. 88, 216 [1922]. 

30 J.G. Hamilton, Rev. mod. Physics 20, 718 [1948]. 

31 ¥, Wassermann in Chemie und Stoffwechsel von Binde- und Knochen- 
gewebe, 7. Kolloquium d. Ges. f. Physiol. Chem. in Mosbach/Baden, Springer Verlag, 
Heidelberg 1956. 

32 Th. 8. v. Kreudenstein, Klin. Wschr. 38, 610 [1960]. 

33 K. Dawson, J. E.Gibbs, E.O. Field u. M.M.Gwyther, Proc. II. 
U.N. Intern. Conf. Peaceful Uses Atomic Energy, Geneva 24, 160 [1958]. 

34 H.M.Squire, L.J. Middleton, B.F.Sansom u. C.R.Coid, Proc. 
I. U.N. Intern. Conf. Peaceful Uses Atomic Energy, Geneva 4, 207 [1957]. 

35 A, Catsch, Naturwissenschaften 48, 242 [1956]. 
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genen Primarverteilung in die homogene Endverteilung wurde 
von Singer und Armstrong** beschrieben. Sie verabreichten Ratten 
45Ca und beobachteten einen Tag spater sehr verschiedene spezifische 
Aktivitaten in Femur-Diaphysen, Femur-Epiphysen, Humeri und 
Lendenwirbeln. Im Verlaufe von 52 Tagen fielen diese Unterschiede auf 
nahezu identische Werte ab. Das zu diesem Zeitpunkt erreichte Aktivi- 
titsniveau blieb in den folgenden 130 Tagen unverandert. Die Autoren 
erklaren den Aktivitaitsausgleich mit einer intraskeletalen Verteilung 
des sogenannten austauschbaren Calciums. 


Strontium-Ausbau 


Die Frage, wie lange und in welcher Menge im Skelet abgelagertes, 
radioaktives Strontium dort verbleibt, ist von groBer Bedeutung fiir die 
Beurteilung der zu erwartenden Strahlenbelastung. Nach Stover und 
Atherton®? berechnet sich der im Skelet 16 bis 17 Monate alter Hunde 
nach intravenéser Verabreichung verbleibende Anteil R einer appli- 
zierten Dosis zu 

R = 70,9 t-°.198 [%]  (t in Tagen) 

Prinzipiell dieselbe Gleichung beniitzen Norris et al.°* fiir die Ab- 
schatzung der Radium-Retention im menschlichen Skelet. 

In anderen Versuchen mit Affen und Ratten ermittelten Durbin 
und Jones*® die biologische Halbwertszeit fiir 98% des im Skelet ab- 
gelagerten Strontiums zu 980 Tagen. 

SchlieBlich berichteten Engstrém et al." iiber einen Versuch mit 
Ratten, bei welchen sie den Ausbau aktiven Strontiums aus dem Skelet 
128 Tage lang autoradiographisch verfolgten. Dabei fiel die Aktivitat 
nach Uberschreiten eines Maximums 64 Tage lang mit nachlassender 
Starke ab. Danach trat kein erkennbarer Aktivitétsverlust mehr ein. 
In Ubereinstimmung damit befinden sich Versuche mit 12 Monate alten 
Kaninchen!: 4, in deren Skelet zu verschiedenen Zeitpunkten nach intra- 
venoser Verabreichung von Strontium folgende Anteile der applizierten 
Dosis gefunden wurden: Nach 9 Tagen 12,7%, nach 6 Monaten 4,3%, 
nach 12 Monaten 2,1% und nach 18 Monaten 2,2%. In diesem Zusammen- 
hang ist der im vorigen Abschnitt erwahnte Versuch von Singer und 
Armstrong*® ebenfalls von Interesse. 


Mechanismus des Strontium-Umsatzes im Skelet 


Aus dem bisher Gesagten geht hervor, da einem auferordentlich 
raschen Strontium-Einbau ein langsamer und anscheinend unvollstan- 
dig ablaufender Strontium-Ausbau gegeniibersteht. Wie lassen sich diese 
Befunde vereinbaren ? 


36 L. Singer u. W. D. Armstrong, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 229 [1951]. 

37 B. J. Stoveru. D. R. Atherton, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 99, 201 [1958]. 

38 W. P. Norris, T. W. Speckman u. P. F. Gustafson, Amer. J. Roent- 
genol. Radium Therapy 73, 785 [1955]. 

39 P. W. Durbin u. H. Jones, Proc. IT. U.N. Intern. Conf. Peaceful Uses 
Atomic Energy, Geneva 28, 140 [1958]. 
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Der naheliegenden Erklarung, da8 Strontium bei jungen Tieren durch Waclis- 
tumsvorgange und bei erwachsenen durch einen schnell verlaufenden Umbauprozc8 
in das Skelet eingelagert werden kénnte, stehen einerseits Wachstumsstillstand und 
die Hemmung der Knochenmineralisierung und andererseits die Uberlegung ent- 
gegen, daB eine Neubildung der gesamten mineralischen Knochensubstanz beim 
erwachsenen Individuum im Verlauf von einigen Tagen (aus dem mit ahnlicher Ge- 
schwindigkeit ablaufenden Einbau von **P wurden 5 Tage berechnet*°) unméglich 
ist. 

Die angedeutete Problematik soll hier nicht weiter erértert werden, 
zumal ahnliche Uberlegungen schon im Zusammenhang mit dem 
Knochenstoffwechsel von Phosphor?® 4°-42, Uran!* 4% und Calcium 44: 4% 
angestellt worden sind. Es seien deshalb gleich die bisher bekannt ge- 
wordenen in-vitro-Untersuchungen besprochen, welche den beim Stron- 
tium-Umsatz im Skelet ablaufenden Mechanismus zum Gegenstand 
haben 4® 47; . 

Wenn entfettetes und weitgehend proteinfrei gemachtes Knochen- 
pulver oder synthetische Hydroxylapatitkristalle in eine gepufferte, 
radioaktives Strontium enthaltende Lésung gebracht werden, nahert 
sich deren rasch abfallende Aktivitat schon nach kurzer Zeit einem Grenz- 
wert, dessen absolute Héhe u. a. von der Menge der festen Phase und der 
Strontiumkonzentration der Lésung abhangt. Die Autoren erklaren 
diesen Vorgang als einen Austausch des an der Oberflache der festen 
Phase lokalisierten Calciums gegen Strontium. 


Wie man sich diesen Austausch vorstellen kann, hat u. a. Carlstrém*‘8 
beschrieben: Der Ubergang des dreidimensionalen Kristallinneren in die zwei- 
dimensionale Oberflache fihrt zum Freiwerden von in der dritten Dimension ab- 
zusattigenden Valenzen, mit der Méglichkeit, Ionen — auch kristallfremde Ionen — 
zu binden. (Aus diesen Vorstellungen ergibt sich, da die Menge der austauschbaren 
Calcium-Ionen begrenzt sein muB. Sie liegt in vivo nach verschiedenen Unter- 
suchern*® in der GréBenordnung von 20%, des Skelet-Calciums.) Carlstrém 


* Dem Autor sei an dieser Stelle fiir die freundliche Uberlassung des Suppl. 
121 der Acta radiologica gedankt. 

40M. L. Manly, H.C. Hodge u. H.L. Manly, J. biol. Chemistry 134, 
293 [1940]. 

41 M. Falkenheim, W.F.Neuman u. H.C. Hodge, J. biol. Chemistry 
169, 713 [1949]; H.C. Hodge, E. Gavet u. J. Thomas, ebenda 168, 1 [1946]; 
W. F. Neuman u. R. F. Riley, ebenda 168, 545 [1947] u. a. 

42 W. F. Neuman u. B.J.Mulryan, J. biol. Chemistry 198, 237 [1951]. 

43: W. F. Neuman, M. W. Neuman u. B.J. Mulryan, J. biol. Chemistry 


179, 325 [1949]; W. F. Neuman, M. W. Neuman, E. R. Mainu. B. J. Mulryan, 


ebenda 179, 335 [1949]. 

44 W. F. Neuman u. J. H. Weikl, jr., Ann. N. Y. Acad. Sci. 60, 685 [1955]; 
J. H. Weikl, jr.. W. F. Neuman u. I. Feldman, J. Amer. chem. Soc. 76, 5202 
[1954] u.a. 

45 7,B. M. Falkenheim, E.E. Underwood u. H.C. Hodge, J. biol. 
Chemistry 188, 805 [1951]. 

46 G. E. Harrison, E. Lumsden, W.H. A. Raymond, A. Sutton, 
J. Boyd, W.F.Neuman u. H.C. Hodge, Arch. Biochem. Biophysics 80, 
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schreibt weiter: Werden diese Valenzen mit isomorphen und chemisch aqui- 
valenten Ionen besetzt, so ist weiteres Kristallwachstum méglich. Im anderen Fall 
kommt das Wachstum durch Fehlbesetzung der Oberflachenpositionen zum Still- 
stand. Auf diese Weise hemmt z. B. Magnesium das Wachstum von Apatit- 
kristallen 4°. 

DaB es sich bei dem beschriebenen Austausch nicht um Oberflachen- 
adsorption an der festen Phase handeln kann, ergibt sich u. a. daraus, 
daB gleichzeitig eine aquivalente Menge Calcium in Loésung geht. 

Eine Eigenschaft solcher Austauschvorgange ist ihre Reversibilitat. 
Sie wurde bei den hier beschriebenen Versuchen durch Zugabe von 
Calcium nach Eintritt des Reaktionsgleichgewichtes demonstriert: Der 
erwihnte Sattigungswert stieg sofort auf ein paralleles Niveau an. 
Natrium erwies sich bei dem gleichen Experiment als wirkungslos, d. h., 
daB es offenbar nicht — wie Calcium — mit Strontium um die Valenzen 
der Kristalloberflache konkurrieren kann. 

Der oberflachenchemische Ionenaustausch ist also durch schnellen 
Ablauf, Reversibilitét und Einstellung eines Sattigungswertes charak- 
terisiert. Seine Existenz mu’ — obwohl nur in vitro bewiesen — auch 
in vivo angenommen werden. Andererseits besteht kein Zweifel, daB sich 
mit einem Oberflaichenaustausch in dieser Form weder der Strontium- 
einbau, noch der -ausbau vollstandig erklaren laBt. 


Der Vorgang mu8 in vivo entweder komplizierter ablaufen oder es muB ein 
zusatzlicher Umsatzmechanismus vorausgesetzt werden. Diesen glauben die 
Untersucher — ahnlich wie bei Phosphor2® 42 und Calcium4® — in Form des so- 
genannten intrakristallinen Austausches annehmen zu kénnen. Der frither gepragte 
Rekristallisationsbegriff*? wurde inzwischen anscheinend verlassen. 

Dieser intrakristalline Austausch soll — da er nach Umfang und Geschwindig- 
keit zwangslaufig langsamer ablaufen mu8 als der Oberflachenaustausch — die 
Tatsache erklaren, da8 ein Teil des im Skelet aufgenommenen Strontiums nur auBer- 
ordentlich langsam ausgebaut wird. Soviel laBt sich dazu sagen: Obwohl es méglich 
ist, daB ein solcher ProzeB ablauft, kann er den fixierten Strontiumanteil in quanti- 
tativer Hinsicht nicht erklaren. Weiterhin spricht gegen eine gréBere Bedeutung 
dieses Prozesses, daB das fixierte Strontium weitgehend homogen im Knochen ver- 
teilt ist. Es miiBte jedoch — wenn der intrakristalline Austausch in erheblichem 
Umfange ablaufen wiirde — nach dem Muster der Primarverteilung im Knochen 
fixiert sein. Und schlieBlich miBte dieser intrakristalline Austausch auch in vitro 
an reinen Kristallsuspensionen einwandfrei nachweisbar sein. 


AbschlieBend kann also gesagt werden, daB beim Strontium-Umsatz 
im Skelet sicher oberflichenchemische Austauschvorgange eine wesent- 
liche Rolle spielen. Es mu8 aber hinzugefiigt werden, daB es beim heu- 
tigen Stande des Wissens nicht méglich ist, Sicheres tiber die Fixierung 
des schwer austauschbaren Strontiumanteils im Skelet zu sagen. 


Eigene Untersuchungen 


Die eigenen Untersuchungen erstrecken sich auf den Einbau von 
Strontium in das Skelet von Ratten bei Aufnahme strontiumhaltigen 


48 M.J.Dallemagne u. J.Melon, Arch. int. Physiol. 58, 188 [1950]; 
M. A. Logan u. H. L. Taylor, J. biol. Chemistry 125, 391 [1938]. 
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Futters und den spontanen Strontium-Ausbau aus dem Skelet nach Ab- 
setzen der Strontium-Zufuhr. 


Tiermaterial und Methodik 


Die Versuche wurden mit mehr als 600 Ratten durchgefiihrt. Die wachsenden 
Tiere waren bei Versuchsbeginn 5 bis 6 Wochen alt und hatten ein Gewicht zwischen 
50 und 65 Gramm. Die als erwachsen bezeichneten Ratten waren etwa 1 Jahr alt. 
Thr Gewicht lag bei den Mannchen um 420 und bei den Weibchen um 350 g. Gravide 
Weibchen wurden nicht verwendet. 


Das Calcium-Futter bestand aus einem dicken Brei folgender Zusammen- 
setzung: Weizenschrot und Haferflocken je 1 Tl., Magermilchpulver 0,5 Tle., 
Trockenhefe und Salzmischung nach McCollum und Simmonds? je 0,1 TI: 
Futter und Wasser wurden ad libitum gegeben. 


Das Strontium-Futter hatte dieselbe Zusammensetzung, ausgenommen 
die Salzmischung: Hier wurden die Calciumverbindungen durch aquivalente 
Mengen der entsprechenden Strontiumverbindungen ersetzt. 


Gewinnung und Aufarbeitung von Knochen und Serum: Nach Be- 
seitigung der Eingeweide und 90 Min. langem Kochen des Tierkérpers in verdiinnter 
Natronlauge (pH etwa 8) wurden die Weichteile von den Rattenknochen getrennt 
und die anhéngenden Reste mit einer Handbiirste entfernt. Abwechselndem Spiilen 
mit 0,01n HCl und entsalztem Wasser (Leitfahigkeit < 0,2 wS) sowie sieben Tage 
langem Trocknen bei 90 bis 100° schloB sich eine trockene Veraschung bei 600° an. 


Zur Bestimmung von Strontium und Calcium im Serum wurden die 
Versuchstiere 18 Stdn. niichtern gesetzt (ausgenommen entsalztes Wasser) und an- 
schlieBend in Athernarkose entblutet. 


Die analytischen Bestimmungsmethoden sind an anderer Stelle be- 
schrieben5!, 


Ergebnisse 


In den folgenden Tabellen sind die experimentell bestimmten 
Strontium- und (oder) Calciumgehalte der Asche von Femur plus Tibia 
(weiterhin als Compacta bezeichnet) und den Wirbeln (weiterhin als 
Spongiosa bezeichnet) niedergelegt. Es sind nur die arithmetischen 
Mittelwerte und deren mittlere Fehler (s/)/n) aus Gruppen von 6 bis 8 
Tieren angegeben. Die prozentualen Aschegehalte des wasserfreien 
Gesamtknochens und die Endgewichte sind auf die jeweilige Ausgangs- 
gruppe bei Versuchsbeginn bezogen. 


Aus Tab. 1 ist die normale Entwicklung wachsender Tiere bei Ver- 
abreichung des Calcium-Futters ersichtlich. 


Die in Tab. 2, 3 und 4 zusammengefaften Tiere erhielten waihrend 
der ganzen Versuchsdauer Strontium-Futter. Diese Tabellen lassen den 
Strontiumeinbau in das Skelet erkennen. 


50 EK. V. McCollum u. N. Simmonds, J. biol. Chemistry 33, 55 [1918]. 

51 A. Schmid u. K. Zipf, Biochem. Z. 331, 144 [1959]; 388, 84 [1960]. 

52 F.C. McLean in Chemie und Stoffwechsel von Binde- und Knochen- 
gewebe, s. 1. c.31, 
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Tab. 1. Entwicklung und Mineralisierung des Skelets wachsender Ratten bei Ver- 


abreichung des Calcium-Futters. Angaben in Prozent. 
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100,0 
+2,0 
263,0 
+7,8 
349,0 
+3,6 
428,0 
+2,1 
472,0 
+3,2 
492,0 
+3,4 





100,0 
0,6 
101,0 
0,4 
105,0 
-+0,6 
109,0 
0,5 
112,5 
+0,6 
109,0 
0,8 





36,5 
+0,13 
37,1 
+0,06 
37,4 
0,06 
37,2 
+0,14 
37,2 
+0,12 

37,45 
+0,09 





100,0 
0,5 
102,0 
0,6 
107,8 
0,4 
111,5 
0,6 
113,7 
+0,5 
111,0 
+0,5 





36,45 
0,09 
37,2 
+0,14 
37,1 
-+0,11 
37,2 
+0,13 
37,25 
0,05 


37,5 
-+0,02 





100,0 
+£0,8 
262,0 
+4,5 
335,0 
5,2 
378,0 
+10,3 
428,0 
+15,3 
442,0 
+18,0 





100,0 
+0,5 
106,0 
+0,3 
113,0 
0,5 
114,0 
+0,6 
115,2 
0,5 
112,0 
+0,6 





36,45 
+0,10 


37,25 
0,09 
37,55 
+0,12 
37,25 
+0,11 
37,2 
+0,13 
37,55 
+0,04 





100,0 
+0,7 
107,0 
0,6 
115,0 
-£0,4 
115,8 
0,4 
116,0 
+0,5 
113,0 
+0,5 





36,5 
+0,13 
37,25 
+0,12 
37,3 
+0,06 
37,25 
+0,08 
37,25 
0,19 
37,5 
+0,13 


Aus Tab. 3 ist ersichtlich, daB das Skelet wachsender Ratten bei 
Verabreichung von Futter mit dreifachem Salzgehalt weniger Strontium 
aufnimmt bzw. Calcium abgibt als bei Fiitterung mit einfacher Salz- 
menge (siehe Tab. 2). Andererseits treten Gewichtsverlust und relative 
Abnahme des Aschegehaltes schneller und ausgepragter auf. 


Tab. 2. Strontiumeinbau bei wachsenden Ratten. 








Vers.- wachsende Mannchen 
Dauer End- Compacta Spongiosa 
(Tage) gew Asche | Sr Ca Asche Sr Ca 
0 100,0 100,0 0,00 36,75 100,0 0,00 36,75 
+1,0 +0,7 +0,14 +0,8 +0,12 
5 106,5 100,0 2,65 35,00 96,5 2,77 34,85 
1,4 +0,9 | -+0,05 | +0,07 +1,3 +0,08 | +0,13 
15 123,0 99,0 5,09 33,40 92,0 5,50 32,95 
+0,9 +0,5 | +0,10 | +0,14 +0,9 +0,07 | 40,15 
30 193,5 97,4 7,74 31,75 75,0 8,36 31,01 
+2,8 +1,0 | +0,08 | +0,11 0,7 +0,10 | -+0,11 
60 269,0 100,8 9,40 30,51 80,0 10,16 29,80 
+4,0 +1,2 | +0,08 | +0,09 1,0 0,11 | 40,08 
90 243,0 105.5 9,93 30,35 83,0 10,76 29,43 
+6,1 +0,7 | +0,09 | +0,12 +0,8 +0,09 | +0,15 
120 175,5 105,0 9,97 30,21 80,0 10,80 29,40 
+3,7 +0,9 | +0,07 | +0,11 +1,2 +0,08 | +0,16 
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Vers.- wachsende Weibchen 
Dauer End- Compacta Spongiosa 
(Tage) | gew. Asche | Sr | Ca Asche | Sr Ca 
0 100,0 100,0 0,00 36,68 100,0 0,00 36,70 
+1,3 +0,6 +0,10 +0,7 +0,12 
5 105,0 98,0 2,66 35,05 93,5 2,80 34,75 
+1,5 +0,7 +0,03 +0,09 +0,7 +0,07 +0,10 
15 141,6 97,0 5,22 33,50 88,5 5,60 33,00 
+1,9 +0,6 +0,09 +0,12 +0,8 +0,12 +0,12 
30 183,3 94,7 7,68 31,80 75,5 8,38 31,10 
+2,4 +0,9 +0,09 +0,08 +0,9 -L0,08 +-0,09 
60 205,0 99,0 9,27 30,80 76,5 10,12 29,85 
+2,9 +1,0 0,08 -+0,10 +0,9 | +0,08 +0,10 
90 231,6 101,0 9,66 30,60 81,0 10,64 29,65 
+3,8 +0,9 -+0,09 +0,13 +0,4 | +0,09 +0,13 
120 210,0 98,8 9,76 30,50 77,5. 10,67 29,55 
+3,9 +1,3 +0,11 +0,13 +1,0 +0,11 +0,13 


Tab. 3. Strontiumeinbau mit dreifacher Salzmenge bei wachsenden Ratten. 


























































Vers.- wachsende Mannchen 
— End- Compacta Spongiosa 
(Tage) gew. Asche | Sr | Ca Asche | Sr | Ca 
0 100,0 100,0 0,00 36,75 100,0 0,00 36,71 
+1,2 +1,1 +0,16 +1,0 +0,11 
10 91,1 94,7 3,40 34,50 88,0 3,60 34,20 
+1,8 +1,5 +0,21 +0,14 +1,2 +0,24 +0,20 
30 83,4 77,6 6,06 32,75 60,0 5,50 32,65 
+2,0 +1,3 +0,16 +0,16 +1,3 +0,05 0,10 
60 80,8 69,3 7,52 31,85 43,3 7,10 31,55 
+3,6 +1,1 +0,18 +0,21 +1,5 +0,18 +0,22 
wachsende Weibchen 
0 100,0 100,0 0,00 36,65 100,0 0,00 36,72 
+1,4 1,2 +0,14 +1,2 +0,13 
10 93,6 91,9 3,50 34,60 83,1 3,42 34,30 
+2,4 +1,1 +0,08 +0,13 +1,2 -+0,02 +0,15 
30 84,6 73,6 6,37 32,65 49,3 5,68 32,60 
+3,2 +1,3 +0,08 +0,19 +1,2 +0,15 +0,20 
60 84,6 61,2 7,94 31,70 38,4 7,22 31,35 
+4,8 +1,1 +0,21 +0,25 +1,3 +0,17 +0,17 


In Tab. 5—7 sind Tiere zusammengestellt, welche zunachst Stron- 
tium-Futter und nach einer gewissen Einbauzeit Calcium-Futter er- 
hielten. Die Ergebnisse stellen deshalb den spontanen Strontiumausbau 
aus dem Skelet dar. 














erwachsene Weibchen 





erwachsene Mannchen 


Qamnanta 














£0°0F | 6°0F £0‘0F 
Z0‘T o‘8éI OL‘T 
LOOF | L‘OF Il‘O+F 
8a‘T O*eeT €6‘T 
80°0F | 8‘OF SlOF 
LO‘T I‘8z1 FET 
cLOF] L‘OF FLOF 
99°S €6Il rd 
90.0 | OIF 60°0F 
96‘F SZIT Ig‘F 
sUOF | L‘OF 80°0F 
LZ‘8 0‘00I LO‘L 
e | ag ag 
esorsuodg eyoeduioy esorsuodg 


UdTOqI9A, SpussyoeA 





























eyosy | BO Ig 
eyoudulog 














uoTOUUR, OpuesTOeAL 
“Ud}}eY Uspuosyoea oq Nequig uIsey, OE Yoru neqsneumn1zu0yg *¢ ‘qe, 











” 


SOF | OOF | 60°0F | L.OF | LIF | el‘oF 90F | SI‘OF | IT‘OF 
16 | ee‘ce | G6‘ L'L6 «| GL6 | 06°SE L‘c6 | $2°¢s | 20'S 
6OF | SL‘OF | S0‘OF | LOF | ZF | ITOF SOF | FI‘OF | 60°0F 
96 | OS‘ce | 84°C | O16 «| F86) «I STFS 9°c6 | ge‘se | 08° 
LOF | ILO*F | LOOF | SOF | 6 IF | FOF L‘OF | 60°0F | 80°0F 
896 | 00‘9S | FIZ C86 8°L6 | 06'FE G46 | 06'SE | SIZ 
L‘OF | FIOF | 60°OF | SOF | BSF | FI‘OF 8‘OF | sl‘OF | 90°0F 
06‘cE L‘L6 | OS°9S | SFT 66 «| SOOT | e8‘ee 6°L6 | FOE | SFT 
Il‘0-F LOF | SlOF | 90°0F | 9'OF | I'tF | Sl‘OF L‘OF | Z1°OF | 90°0F 
88‘9E g‘86 | SI‘LE | Lo‘O «| 9°66 =| ZOOL | 069 $66 | OZ‘LE | 8S‘O 
Sl‘OF SOF | I1T‘0F SOF | LIF | stor L‘OF | 91‘OF 
09‘LE OOOT | 09°LE | 00°O | OCOOT | OCOOT | #E‘LE O*OOT | 09‘LE | 00°O | O*OOT 


* 


* 


Saad 
a 
oe 
B} 
A 
g 
-_ 
— 
Z 
a 
© 
5 
& 
° 
— 
2 
g 
= 
& 
=| 
5 
a 
a 
D 


COD HOOD De et rt 09 10 



































e) | ag |opsy| ep | ag | omosy | -mos | ep | ag 


esorsuodg eqoed uo; ) 


| oysy | ep | ag | oyosy 


esorsuodg eqouduloy 











Bd. 326 (1961) 


UdYOqIOA\ VUESTOR MIO 








UsTpUuUeyy QUussTOeM1I9 














961) 


ee hor Reet NO 


o Coats 
ea Mm eh * ADE ew 





a 
a | Noonoooer 8S 
_ 
ae a> fs 


Be 


und 
defi 
nur 





Bd. 326 (1961) 


A. Schmid, 








C4O8 


HA 
S, 
“Ti 














ou 
= 


Paint anh 
SHS HOH 


219 


4 


COMO 





ig | oyosy 


esorsuodg 








eqyoedulo,) 


UsTOqIeM OUEsqoRAIO 


eyosy 





"MOB 
“pug 





esorsuodg 


| ag | oypsy 
eyoedulo0y 





usqouuRp, uesyoe Me 








U9}}VY USUOSpOVMIo Tog NVqUIG UEseT, OZ Youu neqsneumigyUoIyg *Z ‘qey, 


elo 
LZ‘eE 
ZLOF 
G6FS 
Stor 
09°F 
Il‘0+F 
C6‘Es 
ST‘OF 
FLZE 
lO 
GS‘0g 


90°0F 
LL‘S 
80°0F 
Il‘é 
€or 
or‘ 
LO‘OF 
IF F 
80°0F 
929 
20°0F | 
086 


6OF 
OSI 
sor 
o*FIl 
8‘OF 
OCIT 
OTF 
0*801 


Ilo 
GL‘Ss 
FLOF 
€E°CE 
FOF 
06°F 
Il‘O+F 
16°€& 
60°0F 
oFZE 
Il‘o+F 
OF 62 


60°0F 
IL‘ 
S0‘OF 
oes 
olor 
86% 
90°0F 
90°F 
80°0F 
or‘9 
LO‘OF 
090 


FOF | LO‘OF 
82°C 
elo 
00°¢¢ 
FLOF 
Lo‘bE 
Il‘o+F 
06° 
Ol‘or 
0s‘zé 
Ol‘o+r 
020 





*) 








esorsuodg 


.70) 











qs 
eqyoed ul0() 


use OpuesyoRa 








.70) 








Is 
esorsu0dg 








he) 





‘eyoedui0y 


ustTpUuUR_, spussToeM 











U09}8Y] UpUosyoRA Tog NequI, UNSeT, OZI Youu neqsneum4Mmuo0s4g *g “qe, 















































Bd. 326 (1961) Strontium-Stoffwechsel im Skelet 189 


Ahnlich wie im Skelet tritt auch eine Anderung des Strontium- und 
Calciumgehaltes im Blutserum ein. Aus Tab. 8 geht hervor, daB sich 
Strontium und Calcium im Serum qualitativ gleich verhalten wie im 
Skelet, und daB sie sich zum normalen Calciumgehalt des Serums er- 
ginzen, wenn Strontium in das entsprechende Calciumaquivalent um- 
gerechnet wird. 


Tab. 8. Strontium- und Calciumgehalt im Blutserum wachsender Einbautiere. 
Angaben in mg-%. 























Vers.- Sr Ca Ca + 0,457 Sr 
Dauer 
(Tage) 3 9 3 9 a 
0 0,00 0,00 10,61 10,52 10,61 10,52 
+0,21 0,19 
5 2,44 2,95 9,60 9,10 10,71 10,45 
+0,11 +0,13 +0,19 +0,18 
15 4,81 5,23 8,40 8,20 10,60 10,59 
+0,16 +0,14 +0,21 +0,19 
30 5,83 6,18 7,95 7,80 10,61 10,62 
+0,13 +0,14 +0,23 +0,20 





GesetzmaBigkeiten des Strontium- und Calciumumsatzes 
im Skelet 


Aus den experimentellen Befunden der Tab. 2 sowie 4—7 lassen sich 
folgende GesetzmaBigkeiten ableiten: 


Strontium-Einbaugesetz: [Sr]¢ = [Sr]max (l—e~*1!) (%) (1) 
Calcium-Ausbaugesetz:  [Ca]e = [Ca]a- e~*st + [Ca]na %) (2) 
Strontium-Ausbaugesetz: [Sr]¢e = [Sr]a - e~*st + [Sr]na (%) (3) 


Calcium-Einbaugesetz : [Ca]e = [Ca]e (l—e-*it) + [Ca]na+r (%) (4) 


Dabei bedeuten [Sr], und [Ca], den Strontium- bzw. Calciumgehalt des 
Skelets zur Zeit ¢ und [Sr],, [Sr]na, [Ca]a, [Ca]na austauschbares bzw. 
nicht austauschbares Strontium oder Calcium. [Sr]ax stellt den maximal 
erreichbaren Strontiumgehalt des Skelets dar, [Ca], den einbaubaren Cal- 
ciumgehalt in das strontiumhaltige Skelet. [Ca]na,, reprasentiert den 
Calciumgehalt des Skelets am Ende der Strontiumfiitterung. k, bis k, sind 
Konstanten. 

Die auf Knochenasche bezogenen Werte dieser GréBen sind in 
Tab. 9 und 10 zusammengestellt. 

Durch die GesetzmaBigkeiten und Konstanten ist der Strontium- 
und Calciumumsatz fiir jeden Zeitpunkt innerhalb der Versuchsdauer 
definiert. Eine Extrapolation ist nur bei erwachsenen Tieren erlaubt, da 
nur hier geniigend konstante Bedingungen itiber gréRere Zeitraume er- 
wartet werden kénnen. Sie ist bei wachsenden Tieren auch gar nicht 
erforderlich, weil sie die Grenzwerte schon innerhalb der Versuchsdauer 
nahezu erreichen. 
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Tab. 9. Konstanten zum Strontivm-Einbau- und Calcium-Ausbaugesetz (Gl. 1 u. 2) 
und ihre Auswertung. 




































































menue . — 100-[Cala | 7. 
ersuch [i T Jmax 13 Xo [Ca]a [Ca]na (Calg +lC@lng Tace 
3 Comp. | 10,02 | 0,0480 | 6,55 | 30,20 17,80 14.4 
wachsende Tiere Spong.} 10,85 | 0,0480 | 7,33 | 29,38 19,95 14.4 
vgl. Tab. 2 9 Comp.| 9,76 | 0,0510 | 6,20 | 30,51 16,90 13.6 
Spong.| 10,70 | 0,0510 | 7,15 | 29,55 19,50 13.6 
3 Comp.} 3,12 | 0,0200 | 2,44 | 35,16 6,50 34.6 
erwachsene Tiere Spong. 4,73 0,0200 3,74 33,80 9,95 34.6 
vgl. Tab. 4 > Comp.| 3,02 | 0,0210 | 2,32 | 35,30 6,17 33.0 
+ Spong.| 4,64 | 0,0210 | 3,63 | 33,94 9,67 33,0 
Tab. 10. Konstanten zum Strontium-Ausbau- und Calcium-Einbaugesetz (GI. 3 u.4) 
und ihre Auswertung. 
4 ; : 100-[StIng | ry 
Versuch [SrJa | [Sr]na] ky3kq | [Ca]e |[Ca]na+r (St, +1StIn, | (Tage) 
wachsende |j Comp.} 6,05 | 1,62 |0,0246} 4,17 | 31,62 21,1 28,2 
Tiere nach Spong.] 7,30 | 0,90 | 0,0246} 5,10 | 31,00 11,0 28,2 
30 Tagen 
Sr-Einbau |2 Comp.| 5,78 | 1,88 |0,0280) 3,94 | 31,75 24,5 24.7 
(vgl. Tab. 5); Spong.| 7,28 | 1,09 |0,0280| 5,06 | 30,90 13,0 24,7 
wachsende |g Comp.| 7,52 | 2,45 |0,0200) 5,24 | 30,20 24,5 34,6 
Tiere nach Spong.| 9,12 | 1,48 |0,0200; 6,53 | 29,40 14,0 34,6 
120 Tagen 
Sr-Einbau {2 Comp.| 7,1 2,66 |0,0230} 4,86 | 30,54 27,1 30,1 
(vgl. Tab. 6)} Spong.} 9,00 | 1,66 !0,0230} 6,30 | 29,58 15,5 30,1 
erwachsene |g Comp.| 1,55 | 1,27 |0,0034) 1,55 | 35,39 45,0 204 
Tiere nach Spong.} 2,38 | 1,92 |0,0034| 2,37 34,16 44,7 204 
120 Tagen 
Sr-Einbau {2 Comp.| 1,51 | 1,25 |0,0037| 1,50 | 35,47 45,3 187 
(vgl. Tab. 7)} Spong.| 2,33 | 1,93 |0,0037| 2,33 | 34,27 45,3 187 





Die Ubereinstimmung zwischen berechneten und gefundenen 
Werten liegt — mit Ausnahme der Strontium- und Calciumwerte nach 
5 Tagen Einbau bei wachsenden Tieren (vgl. Tab. 2) — innerhalb des 
Streubereiches der experimentellen Werte. 

Aus den GesetzmaBigkeiten ergibt sich zunachst der Reaktionstyp 
der Brutto-Umsatze von Strontium und Calcium im Skelet. Es handelt 
sich offenbar um Reaktionen erster Ordnung. 
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Weiterhin ergibt sich aus den GesetzmaBigkeiten, daB es sich beim 
Strontium- und Calcium-Umsatz prinzipiell um dieselben Vorgiange 
handelt. 

Aus der Strontium-Einbaugleichung 1aBt sich ein begrenztes 
Aufnahmevermogen des Skelets fiir Strontium ableiten. Dieses ist theo- 
retisch = [Sr]max- 

Die Strontium-Kapazitaét des Skelets ist bei wachsenden Tieren 
2. bis 3mal gr6Ber als bei erwachsenen. Sie ist auBerdem in der Spongiosa 
erwachsener Tiere gréBer als in deren Compacta. 

In der Calcium-Ausbaugleichung stellt [Ca],, den nicht aus- 
tauschbaren, [Ca], den austauschbaren Anteil des Skelet-Calciums dar. 
Die Summe [Ca], + [Ca]na entspricht dem normalen Calciumgehalt der 
Ausgangsgruppe bei Versuchsbeginn. Der prozentuale Anteil des aus- 
tauschbaren am gesamten Skelet-Calcium ist in der vorletzten Spalte 
der Tab. 9 eingetragen. Demnach ist die austauschbare Calcium-Fraktion 
des Skelets bei wachsenden Tieren und in spongiésen Knochen gr6éfer als 
bei erwachsenen Individuen und in der Compacta. 

Die Konstanten k, und k, sind ein MaB fiir die Umsatzgeschwindig- 
keit. Sie sind bei zusammengehérigen Gruppen gleich, d.h. daB der 
Strontium-Einbau gleich schnell verlauft wie der Calcium-Ausbau. Beide 
Vorginge sind also gleichzeitig abgelaufen. 

In der letzten Spalte der Tab. 9 sind die biologischen Halbwert- 
zeiten (t:),) fiir die austauschbare Calcium-Fraktion zusammengestellt. 
Wie ersichtlich, bauen wachsende und erwachsene Tiere verschieden 
schnell aus; kein Unterschied besteht dagegen zwischen Compacta und 
Spongiosa. 

Die Strontium-Ausbaugleichung besteht aus zwei Gliedern, 
von welchen [Sr]na konstant ist und somit fixiert erscheinendes Skelet- 
Strontium darstellt. Die Werte sind in Tab. 10 enthalten. Daraus ergibt 
sich, daB [Sr]n, bei wachsenden Tieren von der Einbaudauer abhangig 
ist und besonders zu Beginn der Strontium-Aufnahme stark ansteigt. 
Wachsende und erwachsene Tiere unterscheiden sich insofern, als erstere 
in der Compacta, letztere in der Spongiosa mehr Strontium fixieren. 

Die Werte fiir den prozentualen Anteil von [Sr]n, am gesamten 
eingebauten Strontium (s. vorletzte Spalte der Tab. 10) zeigen, daB 
dieser mit dem Alter ansteigt und bei wachsenden Tieren in der Compacta 
groBer ist als in der Spongiosa. 

Das austauschbare Skelet-Strontium wird durch [Sr], dargestellt. 
Es erganzt [Sr]na zu [Sr]max- Die biologischen Halbwertszeiten (t:),) von 
(Sr], sind in der letzten Spalte der Tab. 10 zusammengestellt. Daraus 
ist ersichtlich, daB Strontium bei erwachsenen Tieren langsamer aus- 
gebaut wird als bei wachsenden und daf die Ausbaugeschwindigkeit in 
Compacta und Spongiosa gleich ist. 

In der Calcium-Einbaugleichung stellt [Ca],.,, einen Anteil 
des Skelet-Calciums dar, welcher sich aus [Ca],, und einem Rest aus- 
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tauschbarem, jedoch nicht ausgebautem Calcium zusammensetzt. Die— k 
GréBe dieses Restes ist je nach Dauer des vorausgegangenen Calcium.—  n 






Ausbaues verschieden. 

Die einbaubare Calcium-Fraktion [Ca], des Calcium- Rinkunigenide 
ist von [Ca]nazr und [Sr]na insofern abhangig, als sie um so kleiner ist, 
je gréBer diese ausfalien. 

Die Konstanten k, undk,kennzeichnen die Umsatzgeschwindigkeit Fst 
von [Sr], und [Ca],. Sie sind bei entsprechenden Gruppen gleich, d.h,— 
da8 der Strontium-Ausbau und der Calcium-Einbau gleich schnell ver-— K 
laufen. el 











































Diskussion 


Aus den Befunden ergeben sich zunachst folgende Hinweise auf denf li 
Umsetzungsmechanismus von Strontium im Skelet: se 

a) Strontium- und Calcium-Umsatz im Skelet miissen unmittelbar—f 
zusammenhangen. Das folgt aus den Gesetzmabigkeiten, aus der Gleich.f ' 
zeitigkeit zusammengehériger Prozesse (Strontium-Einbau und Calcium.— F 
Ausbau bzw. Strontium-Ausbau und Calcium-Einbau) und aus den a 
gleichen Geschwindigkeitskonstanten der Strontium- und Calcium. 


Umsiatze. v 

b) Jedem Umsatz muB ein Mechanismus zugrunde liegen, der sich “a 
durch ein Gesetz beschreiben laBt. Der Versuch, einen ProzeB in mehrere e 
Teilvorgange zu zerlegen, ergab stets die angegebenen einphasischen . 
GesetzmaBigkeiten. Es muB allerdings hinzugefiigt werden, daB def ~ 
Strontium-Einbau (bzw. Calcium-Ausbau) bei wachsenden Tieren nach . 
5 Tagen Versuchsdauer héher (bzw. tiefer) war als der berechnete Wert. , 
d.h., daB der tatsichliche Umsatz am Anfang von dem berechneten “ 


Gesetz abweicht. Es muB angenommen werden, daB dieser Sachverhalt 
in allen Gruppen vorliegt; eine Untersuchung nach so kurzer Versuch § °° 
dauer wurde jedoch nur bei der erwihnten Gruppe vorgenommen. 

¢) Der Strontium-Umsatz im Skelet mu auf einem Austausch von 
Calcium oder Strontium gegen Strontium oder Calcium beruhen, da die 
gleichzeitig und gleich schnell ablaufenden Bewegungen beider Ionen 
gegensinnig verlaufen. 

d) Die Austauschreaktion mu auf einen definierten Anteil des 
Skelet-Calciums beschrankt sein, da das Calcium-Ausbaugesetz einen A 
Grenzwert besitzt, welcher weit iiber Null liegt. Das bedeutet, daB die 
Reaktion zum Stillstand kommt (siehe hierzu auch den Grenzwert des St 
Strontium-Einbaugesetzes), bevor alles Calcium an ihr beteiligt war. 

e) Der austauschbare Calcium-Anteil mu8 an der Oberflache der ge 
mineralischen Knochensubstanz lokalisiert sein, da er vom Plasma her ve 
leicht zuganglich ist, vor allem aber nicht begrenzt sein diirfte, wenn 
das intrakristalline Calcium auch ersetzbar ware (es gibt keine Erklarung§ or 
dafiir, weshalb ein intrakristalliner Austausch gerade dann zum Stillstand 
kommen sollte, wenn alles austauschbare Calcium abgegeben ist). Dazu 
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kommt, daB nach Carlstr6m4® intrakristallines Calcium nur durch iso- 
morphe und chemisch aquivalente Ionen (sicher also nur durch Calcium 
selbst) ersetzt werden kann. 

Auf Grund dieser Uberlegungen stellt sich der Strontium-Umsatz 
des Skelets in vivo als oberflachenchemische Austauschreaktion mit 
dem Calcium der mineralischen Knochensubstanz dar. Diese Folgerung 
stimmt mit dem gefundenen Reaktionstyp tiberein und bestatigt die von 
Neuman‘ postulierte ,,Ablésung“ des auszutauschenden Ions von der 
Kristalloberflache als reaktionsbegrenzenden Schritt. Ein Hinweis auf 
einen weiteren Mechanismus, insbesondere auf eine intrakristalline 
Fixierung von Strontium, laBt sich aus den vorgelegten Ergebnissen 
nicht ableiten. Somit besteht Ubereinstimmung mit den bisher vor- 
liegenden Untersuchungen tiber den Mechanismus des Strontium-Um- 
satzes in vitro*® 47 hinsichtlich der Austauschvorgange, nicht jedoch, 
was die in vitro auch nicht eindeutig bewiesene intrakristalline Fixierung 
von Strontium betrifft. Es muB deshalb versucht werden, alle weiteren 
Fragen vom Standpunkt oberflachenchemischer Austauschvorginge aus 
zu beantworten. 

Die erwihnte Abweichung der experimentellen von den berechneten 
Werten stellt sich jetzt folgendermaBen dar: Beim Einbau von Strontium 
in das Skelet ist der Zuwachs pro Zeiteinheit anfangs am grdéBten, 
weil zunachst nur Calcium, spater jedoch in zunehmendem Mafe auch 
Strontium gegen das via Plasma herangefiihrte Strontium ausgetauscht 
wird. Je mehr der isoionische Austausch in Gang kommt, um so kleiner 
wird die Zuwachsrate werden. Die zunachst ausbleibende Abnahme der 
Zuwachsrate zu Beginn des Strontium-Einbaues (also wenn noch viel 
austauschbares Calcium vorhanden ist) deutet demnach auf eine Hem- 
mung des isoionischen Austausches hin, d.h., ein Teil der anfangs ein- 
gebauten Strontiumatome wird offenbar einem Riicktausch entzoger, 
also fixiert. Ein Vergleich von [Sr]na nach 30 und 120 Tagen Einbau (s. 
Tab. 10) ergibt tatsachlich, daB die Fixierung vor allem in der Anfangs- 
phase des Einbauvorganges intensiv ablauft. 


Zum Verstandnis des Fixierungsvorganges laBt sich von dem 
bisher Gesagten folgendes verwerten: 

a) Der Strontium-Umsatz ist prinzipiell ein oberflachenchemischer 
AustauschprozeB. 

b) Durch die Fixierung wird der Riicktausch von eingebautem 
Strontium verhindert. 

c) Die in vivo beobachtete Fixierung ist an die Anwesenheit or- 
ganischer Substanz gebunden, da sie an reinen Kristallen nicht eindeutig, 
vor allem aber nicht in vergleichbarem Umfang nachweisbar ist. 

Daraus folgt, da8 der Fixierungsvorgang ein durch die Anwesenheit 
organischer Knochensubstanz behinderter AustauschprozeB sein muB8. 


Diese allgemeine Formulierung 1a8t sich mit Hilfe eines Modells veranschau- 
lichen: Von einer Mikrokristalloberflache der mineralischen Knochensubstanz sei 
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ein Teil durch eine halbkugelférmige, organische Membran bedeckt, welche eine 
einzige Offnung besitze. Sie sei so groB, daB sie gerade den Durchtritt eines Stron- 
tium- oder Calciumions gestatte. 

Dann ist bei hoher Strontiumkonzentration im AuBenmilieu die Wahrschein- 
lichkeit groB, daB nach einer gewissen Zeit eine begrenzte Anzahl von Strontium. 
ionen in das Kugelinnere hineindiffundiert ist. Es werden Austauschreaktionen in 
begrenzter Zahl ablaufen kénnen. Nach Fortfall der Strontiumkonzentration wird 
ein Teil der Strontiumionen die Offnung in umgekehrter Richtung passieren. Die 
Wahrscheinlichkeit, daB ein Durchtritt gliickt, nimmt jedoch mit der Zahl der Stron- 
tiumionen im Kugelinneren standig ab und wird fiir einen letzten Rest nahezu Nuil. 
Dazu kommt, daB Strontium — gleiche Wahrscheinlichkeit fiir seine Ablésung von 
der Kristalloberflaiche wie fiir Calcium vorausgesetzt — nur im Verhiltnis seincs 
Anteils zu den austauschbaren Erdalkaliionen im Kugelinneren unter den um die 
Offnung konkurrierenden Calciumionen vertreten sein wird. 

Dem Kugelmodell wird natiirlich keine Realitaét unterstellt. Es ver- 
anschaulicht aber, daB eine durch organische Knochensubstanz verur- 
sachte ,,Behinderung‘ der oberflachenchemischen Austauschprozesse 
(rein mechanisch; durch chemische Bindung usw.) die bis jetzt be- 
kannten Befunde zu erklaren vermag. 


Wenn diese Vorstellung richtig ist, wird das AusmaB der Fixierung 

a) vom Umfang des Kontaktes zwischen organischer und mine- 

ralischer Knochensubstanz und 

b) von der GréBe der mineralischen Knochenoberflache abhangig 

sein. ‘ 

Es werden also stark mineralisierte (weil die Mineralisierung der 
kontaktbegrenzende Faktor ist) und oberflachenreiche Knochen be- 
sonders viel Strontium fixieren. 

Aus Tab. 10 14Bt sich entnehmen, da} bei wachsenden Tieren die 
mineralreichere Compacta und das besser mineralisierte weibliche Skelet 
mehr Strontium fixieren als Spongiosa und mannliches Skelet. Bei er- 
wachsenen Tieren ist [Srjp_ in der stark mineralhaltigen Compacta nicht 
nur kleiner als in der oberflichenreicheren Spongiosa, sondern auch 
kleiner als in der Compacta wachsender Tiere (siehe dazu [Ca], als Aus- 
druck der Oberflachengréfe der mineralischen Knochensubstanz bei 
wachsenden und erwachsenen Einbautieren). 

Wenn [Sr]na als Prozentsatz der oberflachenproportionalen 
Summe [Sr], + [Sr]na dargestellt wird, hangt das AusmaB der Stron- 
tiumfixierung nur noch vom Mineralisierungsgrad ab und steigt mit 
diesem an (s. Tab. 10, vorletzte Spalte). 

Ob die Bezeichnung ,,fixiertes‘‘ Strontium theoretisch zu Recht 
besteht, mag vorlaufig offen bleiben. Praktisch ist die Frage von unter- 
geordneter Bedeutung, denn auch bei grundsatzlicher Austauschbarkeit 
wird dieses Strontium wegen einer groBen biologischen Halbwertszeit 
als fixiert angesehen werden miissen (die biologische Halbwertszeit ist 
von einigen Untersuchern, z. B. 1. c.**, mit rund 1000 Tagen sicher giinstig 
beurteilt worden, denn ein in diesem Falle zu erwartender EinfluB auf 
das Strontium-Ausbaugesetz wurde bei den eigenen Untersuchungen 
vermifBt). 
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Ein weiterer Punkt bleibt noch zu besprechen: Die relative Abnahme 
des Aschegehaltes bei jungen Tieren. Hier ist die naheliegende Erklarung 
der rasch eintretende Mineralisierungsstillstand?* durch ,,Fehlbesetzung 
der Oberflichenpositionen der Kristalle“‘* mit Strontium bei zunachst 
fortdauerndem Zuwachs von organischer Knochensubstanz?*. Es wiirde 
demnach eine relative Abnahme des Aschegehaltes vorliegen. Fiir diese 
Auffassung spricht, daB der Effekt bei wachsenden, kaum jedoch bei 
erwachsenen Ratten (deren Mineralisierungsvorgange bis auf den 
Knochenumbau zum Stillstand gekommen sind) zu beobachten ist und 
daB der Wachstumsstillstand erst nach der Abnahme des Aschegehaltes 
eintritt. 

Eine andere Frage ist, ob sich die Senkung des Aschegehaltes bei 
den mit dreifacher Salzmenge gefiitterten Ratten bis auf 38% (s. hierzu 
Tab. 3) noch so erklaren l48t, zumal hier auch eine Abnahme der 
Knochenkapazitat fiir Strontium und eine Verminderung der austausch- 
baren Calcium-Fraktion vorzuliegen scheint. Diese Beobachtungen 
sprechen eher dafiir, daB es sich hier zusatzlich um einen durch die 
Senkung des Serum-Calcium-Spiegels (s. Tab. 8) ausgelésten Hyper- 
parathyreoidismus mit absolutem Mineralverlust des Skelets und Ver- 
kleinerung der mineralischen Knochenoberflache handelt (es ist bekannt, 
da Parathormon den Knochen von seiner Oberflache her angreift*?). 

AbschlieBend danke ich Herrn Prof. Dr. Dr. h. c. K. Zipf fiir die Anregung 
der Arbeit und ihre wohlwollende Férderung. 

Fiir die Durchfiihrung der Analysen danke ich vor allem Frau M. Ku8maul. 


Zusammenfassung 


Ks wird tiber die Kinetik des Strontium- und Calciumstoffwechsels 
im Rattenskelet nach Verabreichung strontiumhaltigen Futters berichtet. 

Die Anderungen der austauschbaren Strontium- und Calcium- 
fraktionen des Skelets verlaufen gegensinnig und lassen sich durch Ex- 
ponentialgesetze beschreiben. 

Aus den gefundenen Gesetzen und Konstanten ergibt sich der 
Mechanismus des Strontium-Umsatzes im Skelet als oberflichen- 
chemischer Ionenaustausch an der mineralischen Knochensubstanz. 

Ein, je nach Lebensalter verschieden groBer, Anteil des abgelagerten 
Strontiums wird im Skelet praktisch fixiert. Dieser Vorgang beruht 
offenbar auf einer Behinderung der Austauschvorgange durch die or- 
ganische Knochensubstanz. 

Die gewonnenen Ergebnisse liefern keinen Hinweis auf einen intra- 
kristallinen Einbau von Strontium in die Knochenmineralien. 


Summary 
The kinetics of strontium and calcium metabolism in rat skeleton 
after feeding strontium-containing food are reported. 
Changes in the exchangeable strontium and calcium fractions of the 
skeleton proceed inversely to each other and are exponential. 


13* 
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The relationships and constants found indicate that the mechanism 
of strontium turnover in the skeleton is an ion exchange at the surface 
of the mineral bone substance. 

A portion (varying according to age) of the stored strontium is 
practically fixed in the skeleton. This process is apparently due to the 
hindrance of the exchange processes by the organic bone material. 

The results give no indication of an intracrystalline incorporation 
of strontium into the bone minerals. 


Dr, A. Schmid, Institut fiir Pharmakologie, Toxikologie und Pharmazie der 
Tierdratlichen Fakultat der Universitat, Miinchen 22, Veterindrstr. 13. 
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Inhaltsstoffe des Schwammes Calix nicacensis 


Von 
D. Ackermann und R. Pant 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. August 1961) 


Gegenstand unserer Untersuchung war der im Mittelmeer sehr ver- 
breitete Schwamm Calyx nicacensis, nahe verwandt mit Adonia reniera. 
Er hat groBe kelchartige (calyx = Kelch) Vertiefungen und wird beim 
Kintrocknen weif. 

Obwohl wir nach den bisher untersuchten Riesenschwammen keine 
Uberraschungen erwarteten, zeigte sich doch als neu das Vorkommen 
von Mono- und Dimethyltaurin; sie waren bisher in der Tierwelt noch 
nicht gefunden worden und in der Pflanzenwelt nur bei Rotalgen!. 
Wahrend sich neben 14,4g Taurin noch 11g Monomethyltaurin 
aus 15 kg Ausgangsmaterial gewinnen lieBen, war die Menge des Di- 
methyltaurins so gering, daB es sich nur papierchromatographisch 
identifizieren lie}. Das dreifach methylierte Taurin, das Taurobetain, 
das wir? aus einem Riesenkieselschwamm der griechischen Gewasser 
isoliert hatten, konnten wir dagegen nicht nachweisen. 

Unter der Annahme, daB die Methylierung des Taurins schrittweise 
vor sich geht, ware es verstandlich, daB es zum Trimethylderivat des 
Taurins gar nicht kommen kann, wenn schon das Dimethylderivat nur 
in so geringen Mengen entsteht. 

Daneben zeigte sich auch wieder, allerdings nur in sehr sparlichen 
Mengen das Taurocyamin, das zuerst von Roche und seinen Mit- 
arbeitern® in Arenicoliden und spater auch von uns‘ in Arenicola marina 
beobachtet wurde. 

In der Argininfraktion lieB sich eine Base isolieren, die nach dem 
starken Ausfall der Sakaguchi-Reaktion, zusammen mit ihren drei 
Stickstoffatomen, als Guanidinderivat anzusprechen war. Sie konnte nur 
als Chloroaurat C,H,N,O,;-HAuCl, zur Analyse gebracht werden. Mit 
den Isomeren «- bzw. /-Guanylalanin ist die Base nach dem papier- 
chromatographischen Verhalten nicht identisch. Der gréBte Teil der 
Argininfraktion ging uns leider zu Verlust, so daB weiter keine Aussagen 
gemacht werden kénnen. 





1 B. Lindberg, Acta chem. scand. 9, 1323 [1955]. 
2 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 317, 78 [1959]. 
3 Nguyen-van Thoai, J. Roche, Y. Robin u. Nguyen-van Thiem, 


C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 147, 1241; Nguyen-van Thoai u. Y. Robin, 


Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 18, 533 [1954]. 
4D. Ackermann, diese Z. 302, 80 [1955]. 
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Unsere Erwartung, daB wir auch bei diesem Schwamm auf die zum 
erstenmal beobachteten Purinbasen, Herbipolin® und Spongopurin® 
stoBen wiirden, bestatigte sich nicht; nur Guanin, Xanthin und 
Adenin waren nachweisbar. Gleichfalls lieBen sich allerdings nur 
papierchromatographisch Homarin und Trigonellin’ wieder fest- 
stellen. 

Daneben fanden sich kleine Mengen Inosit® und unter den fliich- 
tigen Basen auBer Ammoniak nur Trimethylamin in ziemlichen 
Mengen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die gewahrte 
Sachbeihilfe und das Frau Professor Radha Pant bewilligte Forschungsstipendium. 
Ferner Herrn Professor O. Levi, StraBburg, fiir zoologische Beratung und Herrn 
Dr. R. Janka sowie Herrn A. Hochhauser fiir die miihevolle Beschaffung des 
Ausgangsmaterials. 

LY 
Beschreibung der Versuche 

Die Aufarbeitung des Materials von 15 kg Schwamm (Feuchtgewicht) erfolgte 
nach dem oft beschriebenen Gang. Sie gestaltete sich diesmal besonders schwierig, 
da trotz mannigfacher Reinigungen die Fallungen haufig immer noch etwas ver- 
schmiert waren. So ist uns wahrscheinlich manches entgangen. 

Das erwahnte Goldsalz der Argininfraktion 
C,H,N,O, - HAuCl, (471,2) Ber. C 10,20 H2,17 N8,92 Au 41,85 

Gef. C 10,56 H2,38 N9,01 Au 41,80 
(N-CH,-Bestimmung negativ) 
gab nach Behandlung mit sible Silber ein sch6n kristallisierendes, papier- 
chromatographisch einheitliches Hydrochlorid. Anfarbung mit Sakaguchi-Reagenz. 


Py-Werte 
Butanol/Eisessig/Wasser 4:1: 5 0,65 absteigend 
Propanol/Ameisensaure/Wasser 8 : 1 : 7 0,52 absteigend 
Essigester/Eisessig/Wasser 3:1: 1 0,71 aufsteigend 


Aus dem Filtrate der Phosphorwolframsaurefallung wurde nach Beseitigung 
des Fallungsmittels ein Teil des NaCl durch Methanolfallung ausgeschieden, der 
groBte Teil des Natriums als Sulfat und der Chlorionen durch Silber entfernt. Doch 
war noch die Anwendung eines stark sauren Ionenaustauschers, Merck I, und eines 
stark alkalischen, Merck III, nétig, um zu einer gewissen Reinigung zu gelangen. 
Wir bekamen dann durch schrittweise Fallungen mit Methanol und Athanol ins- 
gesamt 14 Fraktionen, die immer wieder untersucht werden muBten. SchlieBlich 
kam Klarheit, als wir feststellten, daB mit dem von Kutscher® angegebenen 
Verfahren der Fallung mit Quecksilberchlorid und Barytwasser nur Taurin, 
nicht aber das ebenfalls in schénen, makroskopischen Nadeln kristallisierende 
Monomethyltaurin niedergeschlagen wird. So gewannen wir 14,4 g Taurin 

C,H,NO,S (125,1) Ber. C 19,18 H5,64 N11,20 S 25,63 
Gef. C 19,25 H5,58 N11,35 8S 25,58 
und 11g Monomethyltaurin, Schmp. und Misch-Schmp. mit dem synthet. 
Produkt: 243—245°. 


5 D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 308, 270 [1957]; 809, 286 [1957]; 
818, 281 [1960]. 

6 D. Ackermann, P. H. List u. H.G. MenBen, diese Z. 312, 210 [1958]; 
D. Ackermann u. P. H. List, ebenda $28, 192 [1961]. 

7 D. Ackermann u. H. G. MenBen, diese Z. 818, 212 [1960]. 

8 Fr. Kutscher, diese Z.-88, 120 [1903]. 
® D. Ackermann u. P. H. List, diese Z. 317, 78 [1959]. 
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C,H,O,NS (139,2) Ber. C 25,89 H6,52 N 10,07 823,04 (N)CH; 10,80 
Gef. C 26,16 H6,39 N10,13 823,20 (N)CH, 8,71 
Die (N)CH,-Bestimmungen fallen erfahrungsgem&8 immer zu tief aus. 

Das Dimethyltaurin hatte wie Monomethyltaurin und Taurin den gleichen 
Ry-Wert wie die analysenreinen Testpraparate, fiir die wir Herrn Dr. Wickberg 
und Herrn cand. chem. Muth sehr zu Dank verpflichtet sind. Zur papierchromato- 
graphischen Darstellung wurde als Lésungsmittel Athylacetat/Eisessig/Wasser 
3: 1:1 aufsteigend verwandt. Nach dem Trocknen bespriihten wir mit 2proz. 
Lésung von Na,CO., trockneten wieder und bespriihten jetzt mit 2,5proz. B-naph- 
thochinonsulfonsaurem Natrium. Dabei farbte sich Taurin (Ry 0,16) griin, Mono- 
methyltaurin (Ry 0,25) rot und Dimethyltaurin (Rr 0,32) schwach rotlich. 


Die geringe Menge Taurocyamin ergab unter Anwendung von Butanol/Eis- 
essig/Wasser 4: 1: 5 und Anfarbung mit Sakaguchi-Reagenz den gleichen Rr-Wert 
von 0,09 wie ein Testpraparat. 

Inosit fand sich in einer Menge von 0,2 g. 

C,H,.0, (300,3) Ber. C 40,00 H6,71 Gef. C 39,88 H 6,67 

Trimethylamin wurde aus den in Salzsaure aufgefangenen fliichtigen Basen 
als Chloroaurat isoliert. 

C3;H,N - HAuCl, (399,1) Ber. C 9,02 H 2,52 Gef. C 8,99 H 2,46 
Die Analysen wurden saémtlich von Dr. Ing. A. Schoeller, Kronach, ausgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Aus dem Schwamm Calyx nicacensis wurden Taurin und Mono- 
methyltaurin in erheblichen Mengen, ferner Inosit, Trimethyl- 
amin und eine Base der Formel C,H,N,0, isoliert. Daneben lieBen sich 
papierchromatographisch Dimethyltaurin, Taurocyamin, Ho- 
marin und Trigonellin nachweisen. Mono- und Dimethyltaurin sind 
bisher in der Tierwelt nicht beobachtet worden. 


Summary 


Inositol, trimethylamine, a base (formula C,H,N,O,) and large 
amounts of taurine and monomethyltaurine were isolated from the 
sponge Calyx nicacensis. Dimethyltaurine, taurocyamine, homarine and 
trigonelline were also demonstrated by paper chromatography. Mono- 
and dimethyltaurine have hitherto not been found in the animal kingdom. 


Prof. Dr. D. Ackermann, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Reinigung und Charakterisierung 
der Diamin-Oxydase* aus Erbsen** 
Von 
E. Werle, I. Trautschold und D. Aures 
Aus dem Klinisch-Chemischen Institut an der Chirurgischen Klinik der Universitit Miinchen 
Vorstand: Prof. Dr. Dr. E. Werle 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1961) 


In friiheren Untersuchungen!? haben wir iiber das Vorkommen 
einer sehr wirksamen Diamin-Oxydase (NAO) in Erbsen und iiber die 
Bedeutung des Fermentes fiir den Keimvorgang berichtet. In der vor- 
liegenden Arbeit werden die Gewinnung hochgereinigter Praparate und 
einige Eigenschaften des Fermentes beschrieben. : 

Die fiir die vorliegende Untersuchung verwendeten Praparate 
wurden in Anlehnung an das Verfahren von Mann® angereichert und 
durch Saulenchromatographie auf etwa das 1000- bis 1200fache gegen- 
iiber dem Rohextrakt angereichert. 


Bestimmung der Enzymaktivitat 


Die Bestimmung der DAO-Aktivitat erfolgte durch Messung des 
Sauerstoffverbrauches in Gegenwart von Katalase in der Warburg- 
Apparatur mit Cadaverin als Substrat, gelegentlich auch durch Messung 
des freigesetzten Ammoniaks nach Conway‘. 


Protein wurde in den Rohpraparaten nach der Biuret-Methode®, in den hoch- 
gereinigten Enzymlésungen an Hand der Absorption bei 260 und 280 my nach 
Warburg und Christian® bestimmt. Eine Einheit der Aktivitat besitzt die- 
jenige Fermentmenge, die 1 ul Sauerstoff in 10 Min. unter Standardbedingungen 
verbraucht. Spezif. Aktivitaét — Anzahl AE/mg Protein der Fermentlésung. 

Standardansatz 

Im Hauptraum: Enzymlésung 0,05—1,0 ml + 0,1 m/ Katalaselésung (0,03ml 
Kristallsuspension von Katalase ,,Boehringer‘‘, verdiinnt auf 10 m/ mit 0,067m 
Phosphatpuffer pH 7) + Phosphatpuffer zum Endvolumen 2,5 ml. 

Im Kipper: 0,5 ml Cadaverinlésung (5,27 mg Cadaverin-hydrochlorid, 
30 mMol, gelést in Phosphatpuffer). Substratkonzentration nach dem Kippen 
0,01m. 


* Systemat. Name: desaminierende Diamin:O,-Oxydoreduktase (1.4.3.6); 
vgl. Report of the Commission on Enzymes of the International Union of Bio- 
chemistry, I. U. B. Sympos. Series 20, Pergamon Press, Oxford 1961. 

** Auszugsweise vorgetragen auf der gemeinsamen Tagung der Schweizer 
und Deutschen Gesellschaft fiir Physiologische Chemie, Ziirich 1960. 

1 E. Werle u. G. Hartung, Biochem. Z. 328, 228 [1956]. 

Werle, G. Beaucamp u. V. Schirren, Planta 58, 125 [1959]. 

G. Mann, Biochem. J. 59, 609 [1955]. 

Conway, Biochem. J. 27, 419 [1933]. 

Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. (Techn. Sect.) 10, 40 [1946]. 


I. 
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E. 
Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1942]. 
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Im Zentralgefé8B: 0,25 ml 10proz. Kalilauge. Temperatur 37°, Sauerstoff- 
Atmosphare. 


Anreicherung der Diamin-Oxydase 


Nach unseren friiheren Feststellungen? ist es am giinstigsten, fiir die 
Anreicherung des Fermentes von den Keimblattern 6—10 Tage alter 
Keimlinge auszugehen. Es empfiehlt sich durch laufende Testung das 
Maximum der Enzymaktivitat genau zu ermitteln. Zwar ist der Ferment- 
gehalt in den Keimblattern héher als in Wurzel und SproB, jedoch fiihrt 
eine Aufarbeitung des gesamten Keimlings bei erhéhter Gesamtaktivitat 
nur zu einer unwesentlichen Herabsetzung der spezifischen Aktivitat. 


Die DAO kann durch Fraktionierung der waBrigen Keimlings- 
extrakte mit verdiinnter Salzsaure in der Kalte auf das rund 50fache an- 
gereichert werden, doch ist die DAO in solchen Lésungen und in den 
daraus mit Aceton gewonnenen Trockenpulvern sehr instabil. Stabilere 
Praparate werden erhalten, wenn man nach Mann? die DAO aus dem 
Erbsenrohextrakt nach Behandlung mit einem Alkohol-Chloroform-Ge- 
misch durch Ammoniumsulfat-Fraktionierung ausfallt. So gewonnene Pra- 
parate (Tab. 1) wurden durch Séulenchromatographie weiter angereichert. 


24 Stdn. in Wasser gequollene Erbsen 1a8t man in Seesand bis zur maximalen 
Aktivitat keimen. Zum Probetest werden 10 g Keimlinge mit 20 ml m/15 Phosphat- 
puffer, pH. 7,0, homogenisiert, zentrifugiert und die DAO-Aktivitat im Uberstand 
unter Standardbedingungen bestimmt. Zur Aufarbeitung werden die gewaschenen 
Keimlinge portionsweise mit der gleichen Menge kaltem Phosphatpuffer homo- 
genisiert. In einem Nylontuch wird vom Ungelésten abgepreBt. Der Riickstand 
wird nochmals mit der halben Puffermenge in gleicher Weise extrahiert. Nach 
Mann® werden 100 mi des auf pH 7,0 eingestellten Rohsaftes in der Kalte mit 
30 m/ Athanol/Chloroform 2 : 1 langsam versetzt und die Mischung 90 Min. geriihrt. 
Beim Zentrifugieren erhalt man einen gelblichen, klaren Uberstand, der sich von 
einem weiBen Niederschlag und einer darunter befindlichen Chloroformschicht 
leicht abgieBen 1aBt. Dieser Schritt dient der Entfernung der Hauptmenge von 
BallasteiweiB und von Chlorophyll aus der Fermentlésung, ist aber mit einem 
Aktivitaétsverlust (bis zu 40°) verbunden. Durch Saurefallung wird bei gleichem 
Reinigungseffekt eine Ausbeute bis zu 85°,erzielt. Hierzu wird der Rohextrakt 
mit 0,52 Essigsiure so weit angesaiuert (pH 5—6), bis eine Probe nach dem Zentri- 
fugieren eine klare iiberstehende Lésung ergibt. Sie enthalt das Ferment. Zur 
weiteren Reinigung wird die DAO mit Ammoniumsulfat bei 65°, Sattigung quanti- 
tativ ausgefallt; die Fallung wird zweimal mit je 200 ml 0,02m Phosphatpuffer/kg 
eingesetzter Keimlinge eluiert. Die Saulenchromatographie der DAO erfordert eine 
konzentrierte Enzymlésung. Daher wird nach Mann der Extrakt durch langsame 
Zugabe von festem Ammoniumsulfat auf eine 30—35proz. Satiigung gebracht. 
Der ausgefallte Niederschlag kann meist verworfen werden. Durch weitere Satti- 
gung auf 60—65°%, fallt die Hauptmenge des Fermentes aus und wird nach dem 
Zentrifugieren in 20 ml 0,2m Phosphatpuffer/kg Keimlinge aufgenommen. Zur 
Entfernung der Salze wird 48 Stdn. gegen dest. Wasser dialysiert oder die Enzym- 
lisung auf einer Polydextrar:-Saiule (Sephadex G-75) fraktioniert. 

Die weitere Reinigung durch Saurefallung ergab in vielen Ver- 
suchen bestenfalls eine spezif. DAO-Aktivitaét von 7500, wobei jedoch 
die Ausbeute, bezogen auf die Ausgangsaktivitat, nur noch 10—15% 
betragt. Daher haben wir versucht, eine weitere Reinigung durch Saulen- 


chromatographie zu erzielen. 
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Tab. 1. Versuchsbeispiel zur Anreicherung der Diamin-Oxydase. 























Fraktion teed) 1 ey ia) —. yo Ausb. 
3 kg Keimlinge Rohsaft} 5500 3350 15,8 — — 
Athanol-Chloroform . .| 6590 1965 48 3 58,7 
1. (NH,).SO,-Fallung . 1300 1805 460 29 54 
2. (NH,),SO,-Fallung . 72 1440 1210 77 43 
Vergleichsweise ergibt die Fallung des Rohsaftes bei pH 5,0 
5600 2815 45 3 84 


Nach Svedin’ kann vorgereinigte Histaminase aus Schweineniere 
durch Chromatographie an einer Aluminiumoxyd- oder Cellulosesiule 
etwa 70 fach angereichert werden, wobei zwei steile Proteingipfel in den 
Eluaten auftreten, von denen nur der erste Histaminaseaktivitat auf- 
weist. Wir haben in Anlehnung an diese Angaben vorgereinigte Erbsen- 
DAO an der Aluminiumoxydsaule chromatographiert und dabei ebenfalls 
zwei Proteingipfel erhalten, die durch praktisch eiweiB- und DAO-freie 
Fraktionen voneinander getrennt waren, die aber beide mit Maxima der 
DAO-Aktivitét zusammenfielen. Das Aktivitatsverhaltnis der DAO 
gegeniiber Cadaverin, Histamin und Tyramin war bei den Eluaten der 
beiden Aktivitatsgipfel und bei dem zur Chromatographie eingesetzten 
Ferment gleich groB. Die erzielte Reinigung war unbedeutend. Bei der 
Chromatographie an DEAE- bzw. Ecteola-Cellulose zieht das Enzym 
auf die Saule nicht auf; es wird aber auf das 2- bis 3fache angereichert. 
Die Verwendung von CAM-Cellulose bietet keine Vorteile. Mit Sephadex 
G-75 ist zwar eine Reinigung ohne Ausbeuteverlust auf das 2- bis 3fache 
méglich, doch fallt die Enzymlésung dabei sehr verdiinnt an. Als bisher 
wirksamstes Séulenmaterial erwies sich Kieselgur. Verwendet wurde mit 
0,005m Phosphatpuffer aquilibrierte Kieselgur ,,Merck‘‘ (mit HCl ge- 
waschen und gegliiht). 


Die Reinigung an Kieselgur gestaltet sich wie folgt: Auf 170g Kieselgur 
wurden 269 mg vorgereinigte DAO (304000 AE, spezif. Aktivitat 1130) in 50 ml 
gegeben. Es wird mit 270 ml 0,01m Phosphatpuffer, pH 6,0, und 220 ml 0,2m 
Phosphatpuffer, pH 6,0, nachgewaschen. Elution des Fermentes mit 0,2m Phosphat- 
puffer, pH 8,0. (Gradientenelution mit Natriumchlorid- oder Pufferlésungen ver- 
ringern Reinigungseffekt und Ausbeute). Es wurden Fraktionen von je 16 ml ent- 
nommen. Die Hauptaktivitat tritt in den Fraktionen 16—22 auf, von denen we- 
nigstens 4 eine Rosafarbung aufweisen (Tab. 2). 


Eigenschaften der Diamin-Oxydase 


1. Bestandigkeit: Vorgereinigte DAO-Lésungen der spezif. 
Aktivitat 3—5000 sind bei —10° iiber Monate unverandert haltbar, 
wahrend Lésungen der spezif. Aktivitat iiber 10000 rasch nahezu die 


7 B.Svedin, Acta physiol. scand. 42, 1 [1958]. 
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Tab. 2. Saulenchromatographie der Diamin-Oxydase an Kieselgur. Der Durchlauf 
betrug 90 ml, die gesamte Ausbeute 83%. 








Phosphatpuffer Frakt. Nr. Vol. (ml) ges. Akt. | spezif. Akt. 
0,0lm, pH 6,0... . 1—16 270 — a 
0,2m, pH6,0..... 1—13 220 1100 — 
0,2m, pH 8,0...... 1—15 250 oo — 

16 16 500 5320 
17 16 53200 14500 
18 16 59400 21200 
19 16 53600 20800 
20 16 43400 18700 
21 16 28000 11200 
22 16 13500 8100 














Halfte ihrer Aktivitat verlieren. Beim Lyophilisieren tritt ein Aktivitats- 
verlust bis zu 10% ein; das Lyophilisat ist aber stabil. Bei 37° ist auch 
die gereinigte DAO zwischen pH 3 und pH 10 iiber 2 Stdn. véllig haltbar. 
Die durch langeres Stehenlassen bei pH 10 inaktivierte Fermentlésung 
wird durch Neutralisation und Versetzen mit Pyridoxalphosphat nicht 
reaktiviert. 

2. Verhalten gegeniiber proteolytischen Enzymen: Nach 
2stdg. Inkubation von 0,5 mg DAO-Fermentprotein mit 400 y krist. 
Trypsin oder 600 y Chymotrypsin bei pH 7 war die DAO-Aktivitat un- 
verandert. 

3. Das pH-Optimum liegt fiir Cadaverin und Histamin bei 7,0, 
fiir Tyramin bei 7,5, fiir 8-Phenyl-athylamin bei pH 8,0. 


Zur Frage der Zerlegbarkeit der Diamin-Oxydase 
in Apo- und Coenzym 

1. Dialyse. a) Selbst eine 20tagige Dialyse bei 0—4° gegen oft ge- 
wechseltes Wasser fihrte nicht zu einer merklichen Abnahme der 
Fermentaktivitat. Danach besitzt die DAO keinen dialysablen Co- 
Faktor. 

b) Nach 72stdg. Dialyse gegen 0,02n HCl bei 4° war das Ferment 
inaktiv. Nach der Séurebehandlung wurde der Ansatz 60 Stdn. gegen 
flieBendes Wasser dialysiert. Durch Pyridoxalphosphat (10-* bis 10-4m) 
oder durch Kochsaft aus Erbsenhomogenat war keine Reaktivierung zu 
erzielen. 

c) Eine DAO-Lésung wurde z. B. 2 Stdn. gegen 0,013m und 0,25m 
Hydroxylaminlésung und anschlieBend 24 Stdn. gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Danach war das Ferment inaktiv und ein Zusatz von 
Pyridoxalphosphat (10-4 und 10-8m) oder Erbsenkochsaft erbrachte 
keine Reaktivierung. 

d) Bei in gleicher Weise mit Isonicotinsiurehydrazid durch- 
gefiihrten Versuchen verlor das Ferment 50% seiner Aktivitat. Durch 
Zusatz von Pyridoxalphosphat, Pyridoxamin oder Pyridoxin nach Ab- 
dialysieren des Isonicotinsiéurehydrazids wurde die Aktivitaét nicht 
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wieder hergestellt. Eine Aktivierung unreiner und reiner Enzymprapa- 
rate durch Kochsaft war nicht méglich. 

2. Behandlung mit Ammoniumsulfat: Auch der Versuch, 
durch Fraktionierung mit Ammoniumsulfat (1 m/ DAO-Lésung + 1,5 ml 
gesatt. (NH,),SO,-Lésung) bei pH 3,5 ein Coferment abzutrennen, 
blieb ohne Erfolg. Das gefallte und wieder in Lésung gebrachte Enzym 
war unverandert aktiv. 1 m/ DAO (pH 10), versetzt mit 0,5 ml gesatt. 
(NH,).SO,-Lésung, 2 Stdn. bei 37° belassen, dann auf pH 3,5 gebracht, 
fiihrte zu einer Fallung, die, wieder in Lésung gebracht, noch 43% der 
Ausgangsaktivitat besaB. Zusatz von Pyridoxalphosphat oder Erbsen- 
kochsaft ergab keine Aktivitatszunahme. 


Hemmbarkeit der Diamin-Oxydase 


8-Hydroxy-chinolin hemmt 10-5m zu 50% 10-8m zu 100°,. 
0,001m Zinkacetatlésung reaktiviert bei langerer Vorinkubation zu 78°); 
5-10-5m Cu?° reaktiviert zu 40% 

10-m «.x’-Bipyridyl pelee ‘Dithizon hnesinnenens die Aktivitat zu 
100%, eine 50proz. Hemmung wird durch eine 10-° bzw. 10-4m Kon- 
zentration erreicht. Eine Reaktivierung durch Zink ist in beiden Fallen 
nicht méglich: 

10-°m o-Phenanthrolin hemmt zu 100%, 10-5m zu 55%. Die 
durch 10-4m Phenanthrolin bewirkte Hemmung wird durch 10-*m 
Zinkacetat nach 40 Min. langer Vorinkubation zu 50% aufgehoben. 

Athylendiamin-tetraessigsiure: Eine Hemmung der DAO ist 
erst bei einer 10-2m Lésung erkennbar. Sie ist fiir Histamin als Substrat 
weniger stark als fiir Cadaverin. Keine Reaktivierung durch ent- 
sprechende Mengen Zinkion. Das zinkbindende Alloxan (0,001m) be- 
einflu8te die Aktivitat der DAO nicht. 

Die Hemmung durch Kupfer(II)-ionen (s. Abbild.) ist fiir Hista- 
min und Cadaverin als Substrat gleich stark und erfolgt augenblicklich. 
Das gleiche gilt fir Zinkionen mit dem Unterschied, da das Zink 
etwas weniger stark hemmt als das Kupfer (s. Abbild.). Ein Zusatz 
von 10-3 bis 10-m Fe?® oder Fe®® hat auf die Enzymaktivitat keinen 
Kinflu8. Auch ein Zusammenwirken von Fe?° oder Fe®® + Pyridoxal- 
phosphat bringt keine Aktivitatsveranderung. 

Weitere Hemmstoffe sind in Tab. 3 aufgefiihrt. Als sehr stark 
wirksam erwiesen sich Isopropyl- und Polyacrylhydrazid. 


Zur Substratspezifitat der Diamin-Oxydase 


Das Verhaltnis der DAO-Aktivitat gegeniitber Cadaverin 
und Histamin, gemessen am Sauerstoffverbrauch und an der Am- 
moniakentwicklung, bleibt wahrend der beobachteten Wachstums- 
periode der Erbsenkeimlinge (15 Tage) praktisch konstant. Es schwankt 
nur zwischen 5 und 6,2:1. Stets bleibt die Summe des Sauerstoff- 
verbrauchs oder der Ammoniakentwicklung bei gleichzeitigem Angebot 
von Histamin und Cadaverin niedriger als bei dem alleinigen Angebot 
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Hemmung der Diamin-Oxydase durch Cu?® und Zn?°. 


Tab. 3. Weitere Hemmstoffe der Diamin-Oxydase. 








Hemmstoff Molaritat °% Hemmung 
N*.Tsopropyl-isonicotinsaurehydrazid . . . 10-5 70 
Isopropylhydrazin. .........2.. 10-8 10 

10>" 65 
10-6 100 
PolacrymyOranid. 2.9. . 66. lh eS IO? ©, 100 
Lysergsdure-diathylamid. ........ 10-5 10 
10-4 21 
Bromlysergsaiure-diithylamid. ...... 10-4 11 
RAST CPUEAELEON cos oy 5h) eg opuhe “Shy, ee c\eibie._ ot 10-2 60 








von Cadaverin; das gleiche ergab sich bei Versuchen mit Klee-DAO. 
Allerdings schwankte hier das Aktivitatsverhaltnis Cadaverin zu Hista- 
min zwischen 5 und 9: 1. 

LaBt man hochaktive rohe Erbsenhomogenate 24 Stdn. bei Raum- 
temperatur stehen, so fallt ihre Aktivitét gegeniiber Cadaverin und 
Histamin bis auf Null ab. In den stark DAO-haltigen Kleehomogenaten 
verschwindet die Aktivitat sehr viel langsamer; sie ist nach 10 Tagen 
noch meBbar. Sowohl bei der Alterung des Erbsen- als auch des Klee- 
homogenats blieb das Aktivitatsverhaltnis Cadaverin zu Histamin 
praktisch konstant. Diese Ergebnisse wurden unter Standardbedingungen 
gewonnen, also durch Messung der DAO-Aktivitét im Bereich der li- 
nearen Aktivitats-Zeitkurve und bei Substratsattigung. 

Das Aktivitatsverhailtnis Cadaverin zu Histamin verschiebt sich 
beim hochgereinigten Ferment auf etwa 23:1. Dieser Quotient andert 
sich im Bereich einer spezif. Aktivitét von 3000—10000 nicht mehr. 
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Einen Vergleich der Aktivitét des hochgereinigten Enzyms gegen- 
iiber verschiedenen Substraten unter Standardbedingungen zeigt Tab. 4. 


Tab. 4. Substratspezifitat der hochgereinigten Diaminoxydase. Aktivitat gegeniiber 
Cadaverin = 1000. Substratkonzentration jeweils 0,01m, pH 7,0. 























Substrat Aktivitat 
Cadaverin H,N - [CH,]; - NH, 1000 
Spermidin H,N - [CH,], - NH - [CH,], - NH, 570 
Spermin HN - [CH,];- NH - [CH,],- NH: [CH,],-NH,| 85 
B-Phenyl-athylamin ¢ 0H, - CH, - NH, 81 
Tyramin HO cH, - CH, - NH, 104 
HO. 
, , a. 
Dopamin #4 HO—~ CH, : CH, - NH, 34 
=<. 
Noradrenalin Ho—< 7 H(OH) - CH, - NH, 20 
HO, 
; on 
Adrenalin HO >—CH(OH) - CH, - NH - CH, 0 
Histamin —CH, - CH, - NH, 44 
N NH 
EN Zs 
/\ OH. - CH.-N a 
Tryptamin | CH, - CH, - NH, | 2 
Ay’ | 
H 
HO, 
van = ‘ 7 
Serotonin . | | CH, - CH, - NH, , 
Y\nZ 
H 
HO 
6-Hydroxy- | —CH, « CH, - NH, 1 


serotonin ®, b 


HO” “\n% 
H 





a Bei Dopamin und 6-Hydroxy-serotonin wurden die Werte aus der NH;-Entwicklung be- 
rechnet, da hier Sauerstoff auBer zur oxydativen Desaminierung auch zur Oxydation der Hydroxy- 
gruppen im Kern verbraucht wird. Bei den iibrigen Substraten entsprechen Sauerstoffverbrauch und 


Ammoniakentwicklung der Theorie. 


b Fiir die freundliche Uberlassung der Substanz danken wir Herrn Dr. H. G. SchloBberger 


und H. Kuch, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen, Dir. Prof. Dr. A. Butenandt. 
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Die DAO-Aktivitaét gegeniiber den aromatischen Aminen nimmt im 
allgemeinen mit steigendem Hydroxylierungsgrad ab. Eine Ausnahme 
scheint Tyramin zu machen, das bei pH 7 schneller desaminiert wird als 
p-Phenyl-aéthylamin. Wir haben nun festgestellt, daB das pH-Optimum 
fir den Abbau von f-Phenyl-athylamin bei 8,0, fiir Tyramin bei 7,0 liegt, 
und daB, beim jeweiligen pH-Optimum gemessen, /-Pheny]l-athylamin 
2,6mal so schnell oxydiert wird wie Tyramin. 

Zum Vergleich wurde auch Diamin-Oxydase aus Rinderdarm- 
schleimhaut* herangezogen. Eine Einheit ,,Torantil‘‘ desaminiert 
unter unseren Standardbedingungen 0,0835 uMol (= 0,00146 mg) Ca- 
daverin und 0,0666 uMol (= 0,00122 mg) Histamin, was fiir Cadaverin 
einer spezif. Aktivitaét von 0,181, fiir Histamin von 0,155 entspricht. Das 
Verhaltnis Cadaverin- zu Histaminabbau ist also bei dem Ferment aus 
Darmschleimhaut 1,25:1 gegeniiber 23:1 bei gereinigtem Erbsen- 
Enzym. 


Zum Mechanismus der Diamin-Oxydase- Bildung 
in keimenden Erbsen 

Die DAO fehlt im ruhenden und im frisch geernteten Erbsensamen 
und wird wahrend der Keimung unter Verwendung von Verbrennungs- 
energie synthetisiert. Die weitaus gr6Bte Fermentmenge findet sich im 
Keimblatt. Aus dem Befund, da8 DAO auch dann gebildet wird, wenn 
aus dem Samen vor der Quellung in Wasser der Embryo herausge- 
schnitten worden war, wurde geschlossen, daB die Fermentbildung nicht 
vom Embryo induziert wird?. Wir haben nun festgestellt, daB die Enzym- 
bildung in Abwesenheit des Embryos, verglichen mit der im intakten 
Keimling, sehr gering ist, daB also dem Embryo ein entscheidender 
EinfluB auf die Quantitat der Enzymbildung zukommt. Im folgenden 
wird diese Tatsache naher belegt. Der Verlauf der DAO-Bildung in 
keimenden Erbsen wurde friiher beschrieben?. Wir fanden jetzt, daB 
schon nach 5stdg. Quellen in Wasser eine geringe DAO-Aktivitat nach- 
weisbar ist. Der sehr hohe Sauerstoffverbrauch des Keimlings geht mit 
starker Ammoniakentwicklung einher; diese bezieht sich nicht auf den 
Umsatz von DAO-Substraten; denn sie wird durch DAO-Hemmstoffe 
nicht beeinfluBt. 

Wird vor der Quellung des Samens der Embryo entfernt, so ist die 
DAO-Bildung im Keimblatt, wenn auch nicht ganz aufgehoben, so doch 
stark herabgesetzt. 

Die Ergebnisse deuten darauf hin, daB die DAO-Bildung durch den 
Embryo ausgelést wird. Eine geringe DAO-Aktivitat lieB sich auch im 
Keimblatt, das ohne Embryo gequollen war, nachweisen und konnte an- 
gereichert werden. Im 3 Tage alten Keimling ist die DAO-Aktivitat im 
Embryo héher als im Keimblatt, bei der einige Tage alteren Pflanze 
liegen die Verhaltnisse umgekehrt. 


* ,,Torantil‘‘ der Fa. Farbwerke Héchst; 1 Einheit Torantil entgiftet 1 mg 
Histamin in 24 Stdn. 
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Tab. 6. Diamin-Oxydase-Werte von Keimblattern und Embryonen von Erbsen. 
samen nach 72stdg. Quellen in Quarzsand. 

















Material Vorbehandlung AE/ml ta z 

A, Keimblatt. ...... Embryo vor Quellen ent- 

fernt 11,75 0,28 
Embryonen von A, . . . . | isolierte Embryonen ohne 

Keimblatter gequollen 50,7 2,65 
B, Keimblatt (Halfte). . . | mit Embryo 8 Stdn. ge- 

quollen, dann Embryo mit 

2. Keimblatthalfte entfernt 41,0 1,18 
B, Keimblatt. ...... Keimblatthalfte von B, 

72 Stdn. mit Embryo 74,0 1,72 
B, Embryonen von B,. . . | 8 Stdn. mit beiden Keim- 

blatthalften und _ weiteré 

66 Stdn. mit einem Keim- 

blatt gequollen 263,6 10,8 


Von einer gréBeren Erbsenaussaat wurden fiir die DAO-Aktivitat 
der Keimblatter gleichaltrige, gesunde, aber verschieden stark 
entwickelte Pflanzen auf DAO-Aktivitat untersucht. Aus den MeB- 
ergebnissen, die in Tab. 7 zusammengestellt sind, geht hervor, daB die 
DAO-Aktivitat im Keimblatt der jungen Keimlinge mit der GréBe des 
Sprosses zunimmt und nicht nur, oder nicht in erster Linie vom Alter 
des Keimlings abhangt. 


Tab. 7. Abhangigkeit der Diamin-Oxydase-Aktivitaét vom Entwicklungszustand 
des Keimlings. Die Fermentlésung wurde aus den Keimblattern 11 Tage alter 
Keimlinge gewonnen. 














SproBentwicklung spezif. Akt. mg Prot./ml 
a 12,8 30,35 
SOEMAAI ss 5) fs he) gence oe 1,15 65,6 
ene ee Se ees 1,16 27,4 


In einer friiheren Untersuchung zur Frage des Vorkommens einer 
Pra-Diamin-Oxydase in ruhendem Samen gelang es nicht, praformierte 
DAO in ungekeimtem Erbsensamen nachzuweisen. Da, wie oben be- 
schrieben, die Bildung der DAO durch den Embryo geférdert wird, 
wurde untersucht, ob durch Zusammengeben von Keimblattern ohne 
Embryo mit Homogenaten von Embryonen die DAO-Bildung im Keim- 
blatt angeregt werden kann. Es zeigte sich, daB dies nicht der Fall ist. 
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Diskussion 


1. Zur Natur der prosthetischen Gruppe 
der Diamin-Oxydase 

Die bei der Anreicherung der DAO anfangs gelblich gefarbten 
Priparate geringer Reinheit gehen bei weiterer Reinigung in rosa-rote 
Fraktionen iiber. DaB diese Farbe dem Ferment und nicht einer Verun- 
reinigung zukommt, geht aus der Beobachtung hervor, daB, wie auch 
Mann§ gefunden hat, bei Substratzusatz, z. B. Cadaverin, unter Sauer- 
stoffausschluB die rote Farbe nach gelb umschlagt und nach Verbrauch 
des Substrates und Sauerstoffzutritt weitgehend wiederkehrt. Zur Mes- 
sung der Absorptionsbande im sichtbaren Bereich muBten wir die rosa 
gefarbten Fraktionen sehr stark konzentrieren. Dabei erfolgte bei den 
Praiparaten mit einer spezif. Aktivitat von tiber 20000 ein starker Aktivi- 
titsverlust mit einer Farbabweichung nach gelb-rot. Die reinsten kon- 
zentrierten Praparate, die zur Messung des Absorptionsspektrums ge- 
langten, enthielten ungefaihr 50000 AE/m/ mit einer spezif. Aktivitat 
von 7000. Hierbei ergab sich von 700 my zum kurzwelligen Bereich eine 
zunehmende Absorption mit einer leichten Schulter bei 500 my. Mann® 
fand bei seinen reinsten Praparaten eine ausgepragte Absorptionsbande 
bei 500 my, die bei der Reduktion mit Thiosulfat verschwand und nach 
Sauerstoffzutritt wiederkehrte. Es wird damit erneut die Frage nach der 
Art der prosthetischen Gruppe der DAO und ihres Wirkungsmechanismus 
gestellt. Es sind von verschiedenen Untersuchern Befunde mitgeteilt 
worden, nach denen Pyridoxalphosphat und bzw. oder ein Flavin als 
Coenzym in Betracht kommen!®. Bei dem hochgereinigten Enzym ergab 
sich aber kein Hinweis fiir das Vorliegen eines Pyridoxalphosphat- 
Enzyms. Ebenso konnte ein Beweis fiir das Vorhandensein einer Flavin- 
komponente nicht erbracht werden. Auf Grund der Hemmbarkeit der 
DAO durch Metallchelat und -komplexbildner haben wir mit Mann® 
angenommen, daB es sich bei der DAO um ein Metallo-Enzym handelt. 
Die spektroskopische Untersuchung unserer Praparate ergab einen Eisen- 
gehalt von ungefahr 0,05% und einen Kupfergehalt von 0,12. Ob es sich 
dabei um einen integrierenden Bestandteil des Enzyms oder um bei der 
Aufarbeitung eingeschleppte Metallspuren handelt, miissen weitere 
Untersuchungen ergeben. Mann® beobachtete eine Anreicherung von 
Kupfer wahrend der Reinigung der DAO. 


2. Diamin-Oxydase und Keimung 


Das Problem der Bildung der Diamin-Oxydase im Keimling und 
die Frage nach der Bedeutung des Enzyms fiir die Keimung ist noch 
weitgehend ungelést. Sicher ist, nach den Befunden der vorliegenden 


8 P. I. G. Mann, Biochem. J. 76, 44P [1960]. 

® p. I. G. Mann, Biochem. J. 79, 623 [1961]. 

10 K. Werle u. E.v.Pechmann, Liebigs Ann. Chem. 562, 44 [1949]; 
R. Kapeller-Adler, Biochem. J. 44, 70 [1949]; A. N. Davison, ebenda 64, 546 
[1956]; E. V. Goryachenkova, Biokhimiya [Moskau] 21, 247 [1956]. 
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Arbeit, daB die enorme DAO-Bildung vom Embryo ihren Ausgang 
nimmt. Im Laufe der Keimung, die mit einer intensiven O,-Aufnahne 
einhergeht, wird die DAO neben anderen Proteinen neu synthetisiert. 
Inwieweit sie die Keimung beeinfluBt, ist unbekannt. Der Zusatz sowohl 
von DAO-Inhibitoren als auch von Hemmstoffen fiir Keimung und 
Atmung zu den wachsenden Erbsen hemmt in jedem Fall Wachstum 
und DAO-Bildung?. Die Energiebereitstellung fiir die synthetischen 
Prozesse erfolgt also sicherlich tiber die Atmungskette, da entkoppelnde 
Substanzen, wie z. B. 2.4-Dinitro-phenol, zu einem Wachstumstillstand 
und Abbruch der DAO-Bildung fiihren?. Welcher Anteil des hohen 
Sauerstoffverbrauchs auf den Umsatz von DAO-Substraten falit, ist ( 
nicht untersucht. Es kime zwar die Bestimmung des bei der oxydativen 
Desaminierung frei werdenden Ammoniaks in Betracht, doch diirfte 
dieses sofort in Form von Amiden oder in Form von Glutamin- oder 
Asparaginsaure festgelegt werden. Die Tatsache, daB nur eine geringe 


it 2 thet ot 


Menge von DAO-Substrat nachgewiesen werden konnte, diirfte mit der . 
hohen Enzymaktivitét zusammenhangen, die nur eine geringe Gleich- 
gewichts-Konzentration zulaBt. Die Abnahme der Enzymkonzentration ’ 
im Embryo, die anfangs hoher ist als in den Keimblattern, beruht sicher- I 
lich auf dem EinfluB der beginnenden Assimilation im Spro8. Bei der 
Keimung im Dunkeln war die DAO-Aktivitat der blassen 6 Tage alten ; 
Keimlinge fast doppelt so hoch wie die gleichaltriger im Licht gehaltener 
Keimlinge. 


3. Zur Frage der Identitat von pflanzlicher und 
tierischer Aminoxydase 


Nach ihrem Verhalten gegeniiber Hemmstoffen hat die DAO der 
Erbsen zwar eine gewisse Ahnlichkeit mit der Diamin-Oxydase des 
tierischen Organismus, sie weicht aber bei héheren Reinheitsgraden hin- 
sichtlich ihres Spezifitaétsbereiches von dieser betrachtlich ab. 

Das Pflanzen-Enzym ist eine Diaminoxydase, die im Hinblick auf 
die gemeinsamen Inhibitoren mit der tierischen weitgehend tiberein- 
stinmt!. Die Hemmbarkeit durch bestimmte Inhibitoren, besonders 
durch Semicarbazid, erlaubt eine bessere Abgrenzung gegen die Mono- 
amin-Oxydase als auf Grund der unterschiedlichen Substratspezifitat. 


Zusammenfassung 


1. Es wird die Anreicherung der Diamin-Oxydase (DAO) aus Erbsen- 
keimlingen bis zu einer spezif. Aktivitat von 20000 Einheiten/mg 
beschrieben. 

2. Konzentrierte Lésungen des hochgereinigten Enzyms sind rosa- 
rot gefarbt. Das Absorptionsspektrum konzentrierter Enzymlésungen 
zeigt bei 500 my eine deutliche Schulter. 





11 KX. A. Zeller, Ann. N. Y. Acad. Sci. 80, 980 [1959]. 
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3. Einige Eigenschaften des Enzyms (Bestandigkeit, Verhalten ge- 
geniiber proteolytischen Enzymen, pH-Optimum, Substratspezifitat) 
werden beschrieben. 

4. Die DAO konnte nicht in Apo- und Coenzym zerlegt werden. 

5. Metallkomplexbildner (8-Hydroxy-chinolin, «,«’-Bipyridyl, Di- 
thizon, o-Phenanthrolin) sind sehr stark wirksame Hemmstoffe der 
Erbsen-DAO, die demnach als ein Metallo-Enzym anzusprechen ist; 
eine Reaktivierung des Enzyms gelingt in einigen Fallen durch Zn*°- 
Ionen. 

6. Es werden Versuchsergebnisse mitgeteilt, nach denen die Bildung 
der DAO in keimenden Erbsen vom Embryo ausgeht. 


Summary 


1. Diamine oxidase (DAO) from pea seedlings has been purified to 
a specific activity of 20,000 units/mg. 

2. Concentrated solutions of the highly purified enzyme are rose red. 
The absorption spectrum of concentrated enzyme solutions shows a 
marked inflection at 500 my. 

3. Some properties (stability, behaviour towards proteolytic en- 
zymes, pH-optimum, substrate specificity) of the enzyme are described. 

4. DAO could not be separated into apo- and coenzyme. 

5. Metal chelating agents (8-hydroxyquinoline, «,«’-bipyridy], di- 
thizone, o-phenanthroline) are very active inhibitors of pea DAO, which 
is therefore considered to be a metalloenzyme; in some cases, reactivation 
was achieved with Zn*®-ions. 

6. Results are reported which indicate that DAO synthesis in ger- 
minating peas is induced in the embryo. 


Prof. Dr. Dr. E. Werle, Klinisch-Chemisches Institut an der Chirurgischen 
Klinik der Universitat, Miinchen 15, NuBbaumstr. 20. 
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Zum Stoffwechsel des Glucosamins 
in Ascites-Tumorzellen, II' 


Der intrazellulare Umsatz des Glucosamins 
Von 
Theodor Giinther, Martin Wenzel und Helmut Greiling 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Freien Universitat Berlin 
Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Schiitte 


(Der Schriftleitung zug@mangen am 10. August 1961) 


In der vorangehenden Mitteilung konnten wir zeigen, daB Glucos- 
amin in einer Konzentration von 0,01m mit gleicher Geschwindigkeit 
wie Glucose in Ascites-Tumorzellen aufgenommen wird. Ein Ferment 


aus Ascites-Tumorzellen kann Glucosamin, wenn auch mit geringerer 


Geschwindigkeit als Glucose, in vitro mit ATP zu Glucosamin-6-phosphat 
phosphorylieren!. 

Bietet man Ascites-Tumorzellen Glucosamin an, so fiihrt dies im 
Vergleich zu Zellen, die ohne Substrat gehalten werden, zu einer Abnahme 
der endogenen Atmung und zu einer Zunahme der aeroben und anaeroben 
Glykolyse. Glucosamin kann also von Ascites-Tumorzellen umgesetzt 
werden?. 

Die Anwendung markierter Substanzen erméglicht eindeutig und 
um GréBenordnungen empfindlicher als andere analytische Methoden, 
den Stoffwechsel einer Verbindung aufzuklaren. Wir haben deshalb mit 
32PO%° und §H-Glucosamin den Weg des Glucosamins in der Glykolyse- 
kette untersucht. 


Material und Methoden 


Die Versuche fiihrten wir mit dem Ehrlich-Ascitestumor ELD (Stockholm) 
durch. Die Zellen wurden 8 Tage nach intraperitonealer Inokulation entnommen 
und sofort in Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung, pH 7,4, gewaschen und 
anschlieBend in der gleichen Lésung suspendiert. 

Der Inkubationslésung setzten wir zu: 1. Glucosamin (Endkonzentration 
0,01m) und 5 wC H,*?PO, (tragerfrei, mit Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung 
verdiinnt) pro mi Zellsuspension; 2. Generell tritiummarkiertes Glucosamin-hydro- 
chlorid (Endkonzentration 0,01m), spezif. Aktivitat 2,18 wC/mg. 

Das Glucosamin wurde als Hydrochlorid in einer einfachen Apparatur mit 
5 C 8H, 72 Stdn. bei 20° und 76 Torr aktiviert®. Nach 5maligem Umkristallisieren 


1 |. Mitteil.: Th. Giinther u. H. Greiling, diese Z. 318, 234 [1960]. 

2 H.J.Merker, Th.Giinther u.H.Greiling, Z. Krebsforsch. 68,497 [1960]. 

3K. E. Wilzbach, J. Amer. chem. Soc. 79, 1013 [1957]; M. Wenzel, 
H. Wollenberg u. E. Schulze, TTS 66 Tritium Symposium der IAEA Wien, 
Mai 1961. 
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aus Wasser/Athanol erhielten wir Glucosamin-[?H]-hydrochlorid mit einer kon- 
stanten spezif. Aktivitét von 2,18 wC/mg. Ein chromatographischer Test zeigte 
die Identitaét mit einer Glucosamin-hydrochlorid-Vergleichsprobe und die Ein- 
heitlichkeit der markierten Verbindung. 


In Kontrollansatzen lieBen wir das Glucosamin weg. Die Inkubation erfolgte 
im Warburg-Apparat bei 37° unter aeroben oder anaeroben Bedingungen. 


Nach bestimmten Zeiten wurde jeweils 1 ml der Zellsuspension entnommen 
und 5 Min. bei 3000 x g zentrifugiert. Der Riickstand wurde mit 5 m/l Krebs-Ringer- 
Hydrogencarbonat-Liésung gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation wurden die 
Zellen im Verhaltnis 1: 1 mit 10proz. Trichloressigsiure aufgeschlossen. 


Der Trichloressigsiure-Extrakt wurde in Isopropylalkohol/Wasser/20proz. 
Trichloressigsaure/25proz. Ammoniak = 35,5: 4,5: 10:0,154 bei 10° aufsteigend 
chromatographiert. Zur Chromatographie benutzten wir nach Heald® gewaschenes 
Papier (Schleicher & Schiill 2043b). Die Laufzeit betrug etwa 48 Stdn. Danach war 
eine gute Trennung erreicht. 

Die Lokalisierung der **P-markierten Substanzen erfolgte: 1. durch Auto- 
radiographie; 2. mit dem Radiopapierchromatographen FH 452 der Fa. Frie- 
secke & Hoepfner in Verbindung mit dem Linienschreiber (Metrawatt); 3. durch 
Phosphatfairbung nach Hanes und Isherwood®. 


Die *3H-markierten Verbindungen lokalisierten wir mit einem von Wenzel 
entwickelten Doppelzaihlrohr mit Methandurchflu8, das mit dem Radiopapier- 
chromatographen FH 452 und dem Linienschreiber verbunden wurde’. 


Die markierten Substanzen wurden durch chromatographischen Vergleich 
mit bekannten Substanzen oder durch Verdiinnungsanalyse identifiziert. 


Zur quantitativen Auswertung wurden die Chromatogramme bei konstanter 
Impulsvorwahl mit einer 2-mm-Blende schrittweise durchgezahlt, graphisch dar- 
gestellt und planimetriert. 

Die Anwendbarkeit dieses Verfahrens auf Tritium wurde durch Aufstellen 
einer Eichkurve gepriift. 

Sie ergab im Bereich von 4—50- 10-3 uC lineare Proportionalitat zwischen der 
gemessenen Tritiumaktivitét und der aufgetragenen und chromatographierten 
Glucosamin-[*H ]-Menge. Die Zahlausbeute des Tritiums betrug bei der Verwendung 
von Schleicher & Schill-Papier 2043b 1,8°, bei einer Fehlerbreite von +-6°,’. 


Ergebnisse 

Nach Zusatz von *PO%° und Glucosamin zu Ascites-Tumorzellen 
findet man eine Erhéhung der Esterphosphate (Tab. 1). Gleichzeitig ist 
die Orthophosphat-Aktivitaét und -Konzentration gegentiber den An- 
sitzen ohne Glucosamin erniedrigt (s. Tab. 2). Aus Tab. 1 und der Ab- 
bildung (obere Halfte) geht hervor, daB unter aeroben Bedingungen die 
Aktivitat in den Hexosephosphaten gegeniiber der Aktivitat im Glucos- 
amin-6-phosphat tiberwiegt. Die Verteilung der Aktivitat auf Glucose-6- 
phosphat und Fructose-6-phosphat entspricht dem Glucosephosphat- 
Isomerase-Gleichgewicht. 


4 KE. Thilo u. H. Grunze, S. B. dtsch. Akad. Wiss. Berlin; Kl. Math. allg. 
Naturwiss. 1953 Nr. 5. 

5 P. J. Heald, Biochem. J. 68, 235 [1956]. 

6 ©.S. Hanes u. F. A. Isherwood, Nature [London] 164, 1107 [1949]. 

7M. Wenzel, Atompraxis 7, 86 [1961]. 
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Tab. 1. *2P-Verteilung in Ascites-Tumorzellen, die 60 Min. mit und ohne Glucos- 
amin in Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung, pH 7,4, bei 37° unter aeroben 
Bedingungen inkubiert wurden. Dem Ansatz wurden 5 uC *2PO3°/ml zugesetzt. 
Die radiometrische Auswertung erfolgte nach chromatographischer Trennung 
im Trichloressigséure-Gemisch. Die Radioaktivitatsangabe bezieht sich auf 0,03 m/ 
Trichloressigsaure-Extrakt. Angaben in Imp./Min. 











Substanz mit Glucosamin ohne Glucosamin 
Glucose-6-phosphat . ....... 16000 2560 
Fructose-6-phosphat. ....... 6800 1140 
Glucosamin-6-phosphat ...... 6600 — 
sl) dale Oe Ty TS a ea) oe ee 10700 21000 


Tab. 2. Orthophosphat-Konzentration in Ascites-Tumorzellen ohne und mit Zusatz 
von Glucosamin. Der Ansatz enthielt 6 ml einer 10proz. Suspension von Ascites- 
Tumorzellen in Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung. Die Inkubation erfolgte 
bei 37°. Nach 7 Min. Zugabe von: A 0,2 mi Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat- 
Lésung, B 0,2 ml Glucosamin-hydrochlorid-Lésung. Nach 5 Min. (d. h. vor Substrat- 
zugabe), 15 und 60 Min. wurden je 2 ml Zellsuspension entnommen und 5 Min. bei 
5000 x g zentrifugiert. Uberstehendes dekantiert und abgetupft. Sediment mit 
1,5 ml 10proz. Trichloressigsiure aufgeschlossen. Die Bestimmung von Ortho- 
phosphat im Extrakt erfolgte nach Fiske und Subbarow’. 








Zeit PO%°-Konzentration 
[Min.] [uMol/ml Zellen] 
A B 
5 1. Entnahme 4,81 4,84 
7 Zugabe von Glucosamin in B 
15 2. Entnahme 4,65 0,61 
60 3. Entnahme 4,78 0,54 





Der Beweis, daB die 32P-markierten Substanzen tatsachlich aus dem 
Glucosamin stammen, wird durch den analogen Ansatz mit *H-mar- 
kiertem Glucosamin erbracht. Das Ergebnis ist in Tab. 3 und der Ab- 
bildung (untere Halfte) enthalten. Die Verteilung der Aktivitat auf die ge- 
messenen Umwandlungsprodukte des Glucosamins-[*H] ist die gleiche 
wie bei Inkubation von Ascites-Tumorzellen mit nichtmarkiertem 
Glucosamin und *2PO%°. Daneben fanden wir in den Zellen freies Glucos- 
amin-[*H]. 

Werden Ascites-Tumorzellen nicht aerob, sondern unter anaeroben 
aber sonst gleichartigen Bedingungen inkubiert, so andert sich die Ver- 
teilung der **P-markierten Substanzen. Aus Tab. 4 folgt, daB unter 
anaeroben Bedingungen das Verhaltnis zwischen Glucosamin-6-phosphat 
und Hexose-6-phosphat zugunsten des Glucosamin-6-phosphates ver- 
schoben ist, wahrend unter aeroben Bedingungen umgekehrt die Hexose- 
6-phosphate tiberwiegen. Die Verteilung des **P auf Glucose-6-phopshat 
und Fructose-6-phosphat zeigt, daB auch unter anaeroben Bedingungen 
in Ascites-Tumorzellen das Glucosephosphat-Isomerase-Gleichgewicht 
eingestellt ist. 


8 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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Lenin 


Radiometrische Auswertung von Radiopapierchromatogrammen nach Chromato- 

graphie im Trichloressigsiure-Gemisch. Oben: Intrazellulare **P-Verteilung nach 

60 Min. aerober Inkubation von Ascites-Tumorzellen mit Glucosamin und *2P0%9. 

Unten: Umsatz von Glucosamin-[?H] in Ascites-Tumorzellen nach 60 Min. In- 

kubation unter aeroben Bedingungen. G-6-P, F-6-P, GA-6-P = Glucose-, Fructose- 
bzw. Glucosamin-6-phopshat. 




















6-6-P OA-6-P cA PGP 


Tab. 3. Umsatz von Glucosamin-[?H] in Ascites-Tumorzellen. Die Zellen wurden 
bei 37° in Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung, pH 7,4, mit *H-markiertem 
Glucosamin (Endkonzentration 0,01m) aerob inkubiert. Die radiometrische Aus- 
wertung erfolgte nach Chromatographie im Trichloressigsiure-Gemisch. Die Aktivi- 
titsangaben beziehen sich auf 0,03 mi des Trichloressigsiure-Extraktes. Angaben 


in Imp./Min. 











Substanz 30 Min. 60 Min. 
Glucose-6-phosphat ........ 990 1200 
Fructose-6-phosphat. ....... 427 505 
Glucosamin-6-phosphat ...... 390 453 
POONA 3 coh ieeclle. <6:h<y8 teeny oat yo 170 184 


Tab. 4. 32P-Verteilung in Ascitestumorzellen, die 60 Min. mit und ohne Glucosamin 
in Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Lésung unter anaeroben Bedingungen 
(95% N, und 5%, CO,) inkubiert wurden. Es wurden 10 uC *2PO39/ml zugesetzt. 
Die radiometrische Auswertung erfolgte wie bei Tab. 1 angegeben. Angaben in 














Imp./Min. 

Substanz mit Glucosamin ohne Glucosamin 
Glucose-6-phosphat ........ 9780 330 
Fructose-6-phosphat. ....... 4140 
Glucosamin-6-phosphat ...... 14750 — 

PB os sae Re ore ta. BENE Sete 27400 31300 
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Diskussion 


Bei den vorliegenden Versuchen sind nach 60 Min. die gemessenen 
Aktivitaten ein MaB fiir die Konzentration der entsprechenden Ver- 
bindungen. Dies 1aBt sich wie folgt ableiten: 

Bei der Inkubation von Ascites-Tumorzellen mit *2PO{° ohne Glu- 
cosamin-Zusatz findet man kein Glucosamin-6-phosphat in den Zellen 
(Tab. 1). Unter den gleichen Bedingungen ist auch die Konzentration an 
Hexose-6-phosphat gering, wenn man die Verhaltnisse mit denen nach 
Substratzugabe vergleicht. 

Dafiir spricht auch, daB das endogene Substrat von Ascites-Tumor- 
zellen nicht aus Kohlenhydraten, sondern aus Fettséuren und Amino- 
sdiuren besteht?. 

Bei der Inkubation der Tumorzellen mit Glucosamin-[%H] wird also 
das resorbierte Glucosamin-[%H] nicht oder nur sehr wenig mit ent- 
sprechenden endogenen Verbindungen verdiinnt. Das bedeutet: Alle 
Umwandlungsprodukte des Glucosamins-{*H] in der Zelle haben dic 
gleiche Mol-spezifische Aktivitat (so lange kein Tritiumverlust durch 
Sprengung der C-8H-Bindungen eintritt*), so daB die 7H-Aktivitat ein 
MaB fiir die Konzentration der entsprechenden Produkte ist. 

Auch bei den *8P-markierten Verbindungen mu die Mol-spezifische 
Aktivitat bei allen phosphathaltigen Verbindungen gleich sein, wenn die 
%2P.Aktivitat ein MaB fiir die Konzentration sein soll. 

Die Konstanz der Mol-spezifischen Aktivitaét der **P-markierten 
Zuckerphosphate laéBt sich leicht mit Hilfe des *H-Glucosamins tiber- 
prifen, da die *H-Aktivitét der aus dem Glucosamin stammenden 
Phosphatester — wie oben ausgefiihrt — direkt ihrer Konzentration 
proportional ist. Dividiert man also bei den gleichen Fraktionen die **P- 
Aktivitat (Tab. 1) durch die 7H-Aktivitaét des Parallelansatzes (Tab. 3), 
so muB sich bei allen Zuckerphosphaten der gleiche Quotient ergeben, 
falls die Mol-spezifische Aktivitét der entsprechenden Fraktionen 
konstant ist. 

Man erhalt fiir den Quotienten **P-Aktivitat/H-Aktivitat nach 
60 Min. Inkubationsdauer die Werte: Glucose-6-phosphat 1,33, Fructose- 
6-phosphat 1,34, Glucosamin-6-phosphat 1,45. 

Diese Werte — als MaB fiir die Mol-spezifische Aktivitat der **P- 
markierten Zuckerphosphate — schwanken innerhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmungsmethoden. Man kann also auch die *P-Aktivitat als 
KonzentrationsmaB benutzen. 

Diese Ergebnisse zeigen weiterhin, da die sehr leicht synthetisier- 
baren °H-markierten Verbindungen dasselbe leisten kénnen, wie MC- 

* Obwohl bei der Isomerisierung von Hexosephosphat eine Verschiebung von 
Wasserstoff eintritt, kénnen wir innerhalb der mit den hier angewendeten Me- 
thoden zu erwartenden MeBfehler keinen Tritiumverlust bei den Zuckerphosphaten 
feststellen. — Anm. b. d. Korr.: Inzwischen teilte H. Simon (Privatmitteil.) mit, 
daB bei der Wilzbach-Markierung von Glucose 92% der *H-Aktivitét an C-Atom3 


gebunden sind. 


® F. Seelich u. K. Letnansky, Z. Krebsforsch. 68, 236 [1960]. 
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markierte Verbindungen, die zwar leichter nachweisbar jedoch oftmals 
schwieriger zu erhalten sind. 

Der Nachweis, daB Glucosamin durch ein Ferment aus Ascites- 
Tumorzellen in vitro mit ATP zu Glucosamin-6-phosphat phosphoryliert. 
wird! und die vorliegenden Ergebnisse, wonach bei Zugabe von Glucos- 
amin und *2PO%° bzw. Glucosamin-[3H] in Ascites-Tumorzellen Glucos- 
amin und Glucosamin-6-phosphat auftreten, zeigen, daB Glucosamin 
auch in Ascites-Tumorzellen phosphoryliert wird. Aus der Anreicherung 
von Fructose-6-phosphat und Glucose-6-phosphat nach Zusatz von 
Glucosamin folgt, daB die Substanzen durch Desaminierung des Glucos- 
amin-6-phosphates entstanden sind. Ein Enzym, die Glucosaminphosphat- 
Isomerase, welches Glucosamin-6-phosphat zu Fructose-6-phosphat und 
NH, abbaut, wurde aus Schweinenieren !° und aus Escherichiacoli" isoliert. 


Das Aktivitatsverhaltnis von Fructose-6-phosphat zu Glucose-6- 
phosphat schlieBlich zeigt, daf in Ascites-Tumorzellen das Glucose- 
phosphat-Isomerase-Gleichgewicht eingestellt ist. Glucosamin wird in 
Ascites-Tumorzellen also nach folgenden Reaktionen abgebaut: 

1. Glucosamin + ATP —-> Glucosamin-6-phosphat + ADP 

2. Glucosamin-6-phosphat —-> Fructose-6-phosphat + NH, 

3. Fructose-6-phosphat —- Glucose-6-phosphat 
Hieraus lassen sich die Ergebnisse der Manometrie von Ascites-Tumor- 
zellen in Gegenwart von Glucosamin erklaren. 


a) Der Crabtree-Effekt des Glucosamins!: Glucosamin zeigt, 
wie auch andere phosphorylierbare Zucker, z. B. Glucose”, Fructose, 
Mannose!* und 2-Desoxy-glucose!*: 14 den Crabtree-Effekt!5. Durch die 
Phosphorylierung des Glucosamins zu Glucosamin-6-phosphat und 
dessen weiteren Abbau kommt es in den Zellen zu einem Ansteigen der 
KEsterphosphatkonzentration. Weiterhin zeigt sich nach Glucosamin- 
zusatz ein Abfall der Aktivitat und der Konzentration des Ortho- 
phosphats, wie in einem getrennten Versuch gezeigt werden konnte 
(Tab. 2). Abnahme der Orthophosphatkonzentration beim Crabtree- 
Effekt ist auch bei Glucose 1* und 2-Desoxy-glucose 1? beschrieben worden 
und als Ursache des Crabtree-Effektes diskutiert worden. 


10 L. F. Leloir u. C. E. Cardini, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
20, 33 [1956]. 

11 PD. G. Comb u. 8. Roseman, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 
193 [1956]; J.B. Wolfe, R.J. Martinez u. H.J. Nakada, Arch. Biochem. 
Biophysics 79, 330 [1959]. 

2 K.H. Ibsen, E.L.Coe u. R.W. McKee, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam], 30, 384 [1958]. 

13 FE. Kun, P. Talalay, H.G. Williams-Ashman, Cancer Res. 11, 855 
[1951]; M. Brin u. R. W. McKee, ebenda 16, 259 [1956]. 

14 W. D. Yushok u. W. G. Batt, Amer. Chem. Soc. Division of Biol. Chem., 
Abstracts, 8. 23C, Reinhold Publ. Corp., New York, Sept. 1957. 

15 H. G. Crabtree, Biochem. J. 28, 536 [1929]. 

16 K.Kvamme, Acta physiol. scand. 42, 204, 218 [1958]; H. Racker u. 
R. Wu, Ciba Foundat. Sympos. on the Regulation of Cell Metabolism 1959. 

17 L. Kiesow, Z. Naturforsch. 15b, 293 [1960]; 16b, 32 [1961]. 
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b) Steigerung der Glykolyse durch Glucosamin: Glucos- 
amin kann tiber den Embden-Meyerhof-Weg abgebaut werden und 
bewirkt deswegen eine Erhéhung der Glykolyserate im Vergleich zu 
Zellen, die ohne Substrat inkubiert werden. Die Steigerung der Glykolyse 
durch Glucosamin ist allerdings geringer als die Glykolysesteigerung 
durch Glucosezusatz1®. Dies 1é8t sich erklaren aus dem Verhalten des 
Glucosaminabbaus unter anaeroben Bedingungen. Beim Ubergang von 
aeroben zu anaeroben Bedingungen andert sich die Relation Glucosamin- 
6-phosphat zu Hexose-6-phosphat. Unter aeroben Bedingungen betragt 
das Verhaltnis Glucosamin-6-phosphat zu Hexose-6-phosphat 1:3,5, 
unter anaeroben dagegen 1:1. Auch hierbei ist das Glucosephosphat-Iso- 
merase-Gleichgewicht eingestellt. 


Wenn durch anaerobe Bedingungen der Durchsatz durch die Glyko- 
lysekette stark erhdht wird, kommt es also zu einem Uberwiegen des 
Glucosamin-6-phosphates. Die Desaminierung des Glucosamin-6-phos- 
phates zu Hexosephosphat scheint demnach der geschwindigkeits- 
bestimmende Faktor des Glucosaminabbaus zu sein. Hieraus und aus der 
geringeren Phosphorylierbarkeit! wird verstandlich, warum Glucosamin 
die Glykolyse weniger steigert als Glucose. 


Wir danken Herrn Prof. Dr. Dr. Schiitte und Herrn Dr. Kiesow fiir an- 
regende Diskussionen. 


Zusammenfassung 


Der Abbau von Glucosamin in Ascites-Tumorzellen mit Glucosamin 
und *2PO0%° sowie mit Glucosamin-[*H] wurde untersucht. Beide Arten 
der Markierung fiihrten zu dem gleichen Ergebnis. Glucosamin wird in 
der Zelle zu Glucosamin-6-phosphat phosphoryliert. Dieses wird zu 
Hexose-6-phosphat desaminiert. Zwischen Glucose-6-phosphat und 
Fructose-6-phosphat besteht das Glucosephosphat-Isomerase-Gleich- 
gewicht. Der weitere Abbau kann nach dem Embden-Meyerhof-Schema 
erfolgen. Unter anaeroben Bedingungen kommt es zu einem Aufstau von 
Glucosamin-6-phosphat. An Hand der Ergebnisse werden Crabtree-Effekt 
und Glykolysesteigerung durch Glucosamin in Ascites-Tumorzellen dis- 
kutiert. 


Summary 


The degradation of glucosamine in Ascites tumour cells was in- 
vestigated with glucosamine and *PO#°, and with [*H]glucosamine. 
Both types of labelling gave the same result. Glucosamine is phosphory- 
lated in the cell to glucosamine-6-phosphate. The latter is deaminated 


18 H. J. Merker, H.Greiling u. Th. Giinther, Z. Krebsforsch. 68, 481 
[1960]. 
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to hexose-6-phosphate. The glucosephosphate-isomerase equilibrium 
exists between glucose-6-phosphate and fructose-6-phosphate. Further de- 
gradation can proceed by the Embden-Meyerhof pathway. Under 
anaerobic conditions, there is an accumulation of glucosamine-6-phos- 
phate. The Crabtree effect and the increase of glycolysis by glucosamine 
in Ascites tumour cells is discussed with relation to these results. 


Dr. Theodor Giinther, Physiologisch-Chemisches Institut der Freien Uni- 
versitat, Berlin-Dahlem, Lentzeallee 75. 
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Quantitative Bestimmung 
des phosphatidgebundenen Serins und Colamins 
im Zentralnervensystem 
Von 
H. G. Knauff, G. Mayer und D. Marx 


Aus der II. Medizinischen Klinik der Universitat Miinchen 
Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. August 1961) 


In vorausgehenden Arbeiten haben wir iiber die freien Aminosauren 
und das freie Colamin (Athanolamin) von Gehirngewebe und Liquor 
cerebrospinalis sowie tiber die Aminoséurezusammensetzung der Gehirn- 
proteine!-* berichtet. Ein vollstandiger Uberblick iiber die im Zentral- 
nervensystem vorhandenen Aminosauren 1a}t sich jedoch nur gewinnen, 
wenn auch die Phosphatide mitberiicksichtigt werden. Im Gehirn sind 
als Serin- und Colamin-Kephalin sowie als Plasmalogene erhebliche 
Mengen von Aminoverbindungen vorhanden, die mit dem freien Serin 
und Colamin und iiber diese mit anderen Aminosdiuren im Austausch 
stehen. Mit vergleichbarer Methodik gewonnene Literaturangaben tiber 
die Konzentration dieser Phosphatidbausteine im Gesamtgehirn fehlen 
jedoch weitgehend‘. Wir haben daher nach Reingewinnung und hydro- 
lytischer Spaltung der serin- und colaminhaltigen Hirnphosphatide 
deren Serin und Colamin mit den gleichen Verfahren quantitativ be- 
stimmt, die wir friiher zur Untersuchung der anderen Hirnaminosauren 
verwendet hatten. 


Material und Methodik 


Unsere Ergebnisse wurden an 16 gesunden Whistar-Albinoratten eines ein- 
heitlichen Laborstammes im Gewicht von 200—240 g gewonnen. Fiir Versuche zur 
Standardisierung unserer Methodik wurde die mehrfache Anzahl an Versuchstieren 
verwendet. 

Die Tétung der Tiere und die Entnahme des Gewebes geschah wie bei fritheren 
Versuchsserien*, Die sofort nach dem Tod entnommenen Gehirne wurden in einer 
in fliissiger Luft befindlichen Schale gefroren und danach gewogen. Dann wurden 
sie mit 6 ml kaltem, salzsaurem Aceton (1 TI. 0,1m HCl auf 4 Tle. Aceton) in einem 


1H.G.Knauff u. H. Zickgraf, diese Z. 312, 264 [1958]; H. G. Knauff, 
W. Mialkowsky u. H. Zickgraf, Nature [London] 182, 937 [1958]; Z. klin. Med. 
155, 483 [1959]; H. G. Knauff u. P. Schabert, Klin. Wschr. 39, 778 [1961]. 

2-H. G. Knauff u. F. Bock, Klin. Wschr. 38, 553 [1960]; J. Neurochem. 
6, 171 [1961]. 

3-H. G. Knauff, G. Mayer u. D. Marx, diese Z. 326, 78 [1961]. 

4 H. McIlwain, Biochemistry of the Central Nervous System, Churchill, 
London 1959. 
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vorgekiihlten, in einem Eisbad befindlichen Homogenisierungsréhrchen 5 Min. bei 
mittlerer Tourenzahl homogenisiert und das Homogenat mit 13000 U./Min. in 
einer Kihlzentrifuge zentrifugiert. 

Der Uberstand enthalt etwa 5°, der serin- und colaminhaltigen Phosphatide 
zusammen mit Neutralfetten und freien Aminosiuren. Die Hauptmenge dieser 
Stoffe befindet sich mit anderen Lipiden, Proteinen und anorganischen Salzen im 
Niederschlag. Die weitere Aufarbeitung zeigt schematisch Abb. 1. 





Mit HCl-Aceton homogenisiertes 
Gesamthirn 











Zentrifugieren 
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Abb. 1. Schematische Darstellung unseres Arbeitsganges zur Gewinnung der serin- 

und colaminhaltigen Phosphatide des Gehirngewebes. Die Gewinnung der freien 

Aminoséuren und der Proteinaminosauren ist ebenfalls dargestellt. Wir haben an 

anderer Stelle dariiber berichtet®. Bei den vorliegenden Versuchen haben wir auf 
ihre Bestimmung keinen Wert gelegt. 


Der Uberstand wurde vorsichtig zur Trockene eingeengt, der Riickstand 
wieder mit 20 ml Ather und 10 ml dest. Wasser aufgenommen. Ather und Wasser 
wurden getrennt und die Atherphase mit dest. Wasser nachgewaschen. Die waBrige 
Lésung wurde erneut mit frischem Ather ausgeschiittelt und auch die zweite Ather- 
portion nochmals mit dest. Wasser nachgewaschen. Die freien Aminosaiuren sind 


danach ausschlieBlich in der waBrigen Phase enthalten. Diese Fraktion wurde fir 
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die vorliegenden Untersuchungen nicht benétigt. Die Atherphase enthalt neben 
den Neutralfetten den kleinen Teil der Serin- und Colaminphosphatide (etwa 5°,), 
der beim vorherigen Zentrifugieren in den Acetoniiberstand gegangen war. Pepti le 
und Proteine sind in der Atherphase nicht mehr vorhanden. 

Zum Ausschlu8 haben wir in mehreren Versuchen den Atherextrakt ein- 
geengt und mit 6n HCl bei 115° 12 Stdn. hydrolysiert. Wir konnten im Hydrolysat 
zwar stets Serin und Colamin, jedoch nur Spuren anderer ninhydrinpositiver Sub- 
stanzen nachweisen. 

Der abzentrifugierte Niecerschlag enthalt neben anderen Lipiden und den 
Proteinen 95° der serin- und colaminhaltigen Phosphatide des Gesamthirns. Er 
wurde, wie friiher beschrieben*, zu einem Trockenpulver aufgearbeitet und im 
Soxhlet 4 Stdn. mit wasserfreiem Ather extrahiert. Dadurch konnten etwas 90°, 
der im Niederschlag vorhandenen serin- und colaminhaltigen Phosphatide gewonnen 
werden. Eine 100proz. Extraktion ist nicht méglich, da sie viele Stunden betragen 
wiirde und dabei auch andere ninhydrinfarbbare Substanzen (wahrscheinlich Lipo- 
proteine) in Lésung gehen *. 

Der Atherextrakt wurde mit der Atherphase vereinigt, die wir bei der Ather- 
ausschiittelung des AcetonextrakteS bekommen hatten und die die restlichen 5°, 
der Serin- bzw. Colaminphosphatide enthielt (vgl. Abb. 1). Die vereinigten Ather- 
extrakte, die nun etwa 95°, der gesamten im Gehirn vorhandenen Menge an Serin- 
und Colamin-Phosphatiden enthielten, wurden in ein Hydrolysierkélbchen iiber- 
gefiihrt und der Ather durch leichtes Erwarmen entfernt. Zu dem Trockenriick- 
~ kamen 20 ml 6n HCI. Dann wurde das Kélbchen unter Unterdruck in einer 
Stickstoffatmosphére zugeschmolzen und 4 Stdn. bei 100° hydrolysiert. An- 
schlieBend wurde die Salzséure im Vak. abgedampft. 

Der Riickstand wurde mit 20 m/ Ather und 10 m/ Wasser aufgenommen. 
Ather- und Wasserphase wurden in einem Schiitteltrichter getrennt und die Ather- 
phase nochmals mit frischem Wasser ausgewaschen. Die waGr. Lésung wurde so- 
dann erneut zur Trockene eingeengt und mit 0,5 m/ 0,1n HCl pro 0,35 g urspriing- 
licher Hirntrockensubstanz aufgenommen. Diese Lisung konnte direkt zur Papier- 
chromatographie verwendet werden. 

Die quantitative Bestimmung erfolgte mit Hilfe unseres bewahrten papier- 
chromatographischen Verfahrens’?. Dazu wurden 0,01 m/ der oben angegebenen 
Endlésung, entsprechend den phosphatidgebundenen Aminoséuren von 7 mg 
Hirntrockensubstanz (das Frischgewicht entspricht im Durchschnitt dem 4,65- 
fachen des Trockengewichtes) strichférmig auf 4cm breite Papierstreifen auf- 
getragen, und die Streifen 16 Stdn. aufsteigend in Isopropylalkohol/Eisessig/Wasser 
7: 1,5: 1,5 chromatographiert, dann mit Ninhydrin nach Bode® gefarbt, trans- 


* In Vorversuchen haben wir versucht, die genannten Stoffe mit Chloroform/ 
Methanol zu extrahieren. Wir gaben dieses Verfahren aber wieder auf, da damit 
die Lipoproteine ebenfalls herausgelist werden®*, und ihre spatere vollstandige Ab- 
trennung durch Ausschiitteln einer Atherlésung mit Wasser nicht einfach ist. Wir 
konnten sie nur dann ziemlich vollstaéndig entfernen, wenn wir die Chloroform/ 
Methanol-Lésung einengten, den Riickstand zur Denaturierung kurz auf 100° er- 
warmten, dann mit Ather aufnahmen und mit Wasser ausschiittelten. Dabei ging 
jedoch auch ein Teil der Serin- und Colamin-Phosphatide verloren, so daB das Ver- 
fahren fiir uns nicht brauchbar war. Die sonst haufig zur Phosphatidgewinnung 
vorgeschlagene Extraktion mit Ather/Alkohol war nicht erforderlich, da sie neben 
den Kephalinen auch die Lecithine erfaBt, auf deren quantitative Bestimmung 
wir von vornherein verzichtet haben. Die Extraktion mit reinem Ather reichte 
daher vollig aus. 


5 J. F. Folch u. M. Lees, J. biol. Chemistry 191, 807 [1951]. 

6° R. J. Rossiter, in K. A.C. Elliott, I. H. Page u. H. J. Quastel, Neuro- 
chemistry, 8. 11, Ch. C. Thomas, Publ., Springfield, Ill., 1955. 
7H. G. Knauff, P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]. 
8 F. Bode, Biochem. Z. $26, 433 [1955]. 
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parent gemacht und mit einem direkt schreibenden ExtrinktionsmeBgerat (Elphor- 
Intergraph der Firma Bender & Hobein) vermessen. Die erhaltenen Werte wurden 
auf eine gleichzeitig auf einem anderen Streifen desselben Bogens chromato- 
graphierte, ahnlich zusammengesetzte Testaminosiuremischung bezogen. Da in 
dem Hydrolysat unserer Fraktion auBer Colamin und Serin nur geringe Spuren 
anderer Aminoséuren vorhanden waren, eriibrigte sich die sonst geiibte Parallel- 
chromatographie in mehreren Laufmitteln. Unsere papierchromatographisch er- 
mittelten Werte haben wir in einigen Fallen durch elutionschromatographische 
Bestimmungen an der Jonenaustauschersiule nach Spackman, Stein und 
Moore® mit kontinuierlicher Aufzeichnung der Ergebnisse iiberpriift. Wir ver- 
wendeten dazu die von Hannig?® entwickelte Apparatur (Hersteller: Bender 
& Hobein, Miinchen) und benutzten eine 50 cm lange, mit dem sauren Ionensau- 
tauscher Amberlite IRC-50 gefiillte Chromatographiesiule. Fiir methodische 
Einzelheiten verweisen wir auf friihere Arbeiten!!. 


Ergebnisse und Diskussion 


Im Hydrolysat unserer Phosphatidfraktion waren an ninhydrin- 
farbbaren Substanzen praktisch nur Colamin und Serin vorhanden. In 
einigen Fallen haben wir von den Extrakten auch kombinierte zwei- 
dimensionale Elektropherochromatogramme angefertigt. Dieses an an- 
derer Stelle genauer beschriebene Verfahren?. 12 ist eine sehr empfind- 
liche Methode zum Nachweis verschiedenster, in geringer Konzentration 
vorhandener Stoffe. Wir haben damit zwar noch Spuren anderer Amino- 
siuren als ganz zarte Flecken nachgewiesei. Diese standen jedoch in 
keinem Verhaltnis zur Intensitét und GréBe der Serin- bzw. Colamin- 
flecken. Wahrscheinlich stammen sie aus den schwer entfernbaren und 
daher nicht ganz vollstandig abgetrennten Lipoproteinen. Mit Sicherheit 
handelt es sich nicht um Verunreinigungen durch freie Aminosauren, 
wie sie von anderer Seite in Phosphatidfraktionen anderer Herkunft, 
wie Bakterienkulturen, Papain usw. gefunden wurden}. 

Méglicherweise kénnte es sich bei diesen Aminosiurespuren auch um echte 
Phosphatidaminosaéuren handeln. In den Phosphatiden von Pilzen, Kaninchen- 
leber und Hiihnerovidukt wurden namlich neuerdings auBer Serin geringe Mengen 
verschiedener anderer Aminosaéuren in chemischer Bindung nachgewiesen". Selbst 
in vitro nehmen gewisse Phosphatidfraktionen dieser Herkunft noch Aminosauren 


auf und binden sie. Vielleicht ist auch im Gehirn mit geringen Mengen derartiger 
Phosphatide zu rechnen. 


Abb. 2 zeigt einen eindimensionalen, quantitativ ausgewerteten 
Chromatographiestreifen, und die zugehérige Extinktionskurve. Es sind 


® D. H.Spackman, W.H.Stein u. 8. Moore, Analytic. Chem. 30, 1190 
[1958]. 

10 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 

11H.G. Knauff, H.Selmair u. H. Zickgraf, diese Z. 318, 73 [1960]; 
H. G. Knauff u. P. Schabert, Klin. Wschr. 88, 1206 [1960]. 

22 -H.G. Knauff, H.Selmair u. A. Reitlinger, Klin. Wschr. 38, 812 
[1960]. 

13 E.Vilkas u. E. M. Lederer, C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 240, 1156 
[1955]; E. Zoch, Arzneimittel-Forsch. 8, 236 [1958]. 

4 R. W. Hendler, J. biol. Chemistry 234, 1466 [1959]; W. L. Gaby, Arch. 
Biochem. Biophysics 82, 34 [1959]; 87, 188 [1960]. 
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Abb. 2. Eindimensionales aufsteigendes Papierchromatogramm des Hydrolysates 

der Serin- und Colaminphosphatide eines normalen Rattengehirns in Isopropyl- 

alkohol/Eisessig/Wasser 7:1,5:1,5. Auftragsmenge 0,01 m/, entsprechend der 
Menge aus 7 mg Hirntrockensubstanz. 


Abb. 3. Elutionschromatogramm des Hydrolysates der Serin- und Colaminphos- 

phatide eines normalen Rattengehirns. Analysenmenge 2 mi, entspr. der Menge 

aus 40 mg frischem Gehirngewebe. Ausgezogene Kurve: Messung bei 578 my, 
gestrichelte Kurve: Messung bei 436 mu. 


lediglich zwei, dem Colamin und dem Serin entsprechende Banden, er- 
kennbar. Die aus den Lipoproteinen stammenden Aminosaurespuren 
bleiben unter der Empfindlichkeitsgrenze des Extinktionsschreibers. 

Die aus sémtlichen Chromatogrammen unserer Versuchsreihe er- 
mittelten Werte sind in der Tabelle zusammengefaBt. Die elutionschro- 
matographisch bestimmten Werte waren praktisch mit den papierchro- 
matographischen identisch, da bei Gegenwart von nur zwei Substanzen 
die Papierchromatographie fast ebenso exakte Ergebnisse liefert, wie die 
Elutionschromatographie. Wir verzichten daher darauf, auch diese 
Werte in Tabellenform wiederzugeben, zumal nicht bei allen Tieren der- 
artige Bestimmungen durchgefiihrt wurden. In Abb. 3 ist jedoch ein 
entsprechendes, an einer 50cm langen Amberlite-IRC-50-Saule ge- 
wonnenes Chromatogramm wiedergegeben. 


Konzentration von phosphatidgebundenem Serin und Colamin in mg/g frisches 








Hirngewebe bei einer Serie von 16 normalen Ratten. 
Substanz Mittelwert + o Schwankungsbreite 
NB aio si bien 0,607 +-0,037 0,462—0,815 
CS VT a ere antes 1,07 +0,040 0,839—1,31 








Die Konzentration des phosphatidgebundenen Serins iibertrifft die 
des freien Serins um das Neunfache. Mit diesem steht jedoch auch das 
in den Proteinen vorhandene Serin im Gleichgewicht. Die Relationszahl, 
die das Konzentrationsverhaltnis gebundenes Serin/freies Serin angibt, 
betragt bei Mitberiicksichtigung des Proteins 90. Auf 90 Molekiile ge- 
bundenes Serin kommt im Zentralnervensystem nur 1 Molekiil freies 
Serin. Bei Colamin, das in gebundener Form nur in den Phosphatiden 
vorkommt, ist das Verhaltnis wesentlich starker nach der Seite des 
freien Amins verschoben. Die Relationszahl betraigt nur 4 und liegt damit 
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' um eine bis zwei Zehnerpotenzen unter der fast aller Aminosauren®. 
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Dies ist auffallend, selbst wenn man beriicksichtigt, da8 die Phosphatide 
eine wesentlich hohere Stoffwechselrate haben, als man friiher allgemein 
annahm15, Glutaminsdure, die mit 8:1 ein vergleichbares Konzen- 
trationsverhaltnis aufweist, erfiillt als wichtigste freie Aminosiure des 
Zentralnervensystems eine Schliisselfunktion im Hirnstoffwechsel!®. 
Auch die y-Amino-buttersaure, die fast nur in freier Form vorkommt, 
ist eine Substanz von hoher physiologischer und pharmakologischer 
Wirksamkeit!?. Ob der gegeniiber der gebundenen Form ungewéhnlich 
hohen Konzentration des freien Colamins ebenso eine eigene noch un- 
bekannte Stoffwechselfunktion im Zentralnervensystem entspricht, 
bleibt abzuwarten. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 


1. Die serin- und colaminhaltigen Phosphatide des Gesamthirns 
der Ratte wurden von den freien Aminosdéuren und aminosaurehaltigen 
Verbindungen abgetrennt. Die gewonnene Fraktion enthielt etwa 95% 
des gesamten phosphatidgebundenen Serins und Colamins. Die zur Auf- 
arbeitung verwendeten Elutionsverfahren werden ausfihrlich dargestellt. 


2. Serin und Colamin dieser Fraktion wurden nach Hydrolyse mit 
Hilfe von Papier- und Ionenaustauscher-Chromatographie quantitativ 
bestimmt. 

3. Die erhaltenen Werte werden friiher ermittelten Werten fiir das 
freie Colamin und freie Serin gegeniibergestellt. 


Summary 


1. The serine- and colamine-containing phosphatides of whole rat 
brain were separated from free amino acids and amino acid compounds. 
The resulting fraction contained about 95% of the total phosphatide- 
bound serine and colamine. The elution technique for the above process 
is illustrated in detail. 


15 R, M.C. Dawson u. D. Richter, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B, 187, 
52 [1950]; G. B. Ansell u. H. Dohmen, J. Neurochem. 2, 1 [1957]; G. B. An- 
ellu. S. Spanner, J. Neurochem. 4, 325 [1959]; Nature [London] 185, 826 [1960]. 
16 H. Weil-Malherbe, Biochem. J. 30, 665 [1936]; 50, XXIII [1952]; 
Physiol. Rev. 30, 495 [1950]; Naturwissenschaften 40, 545 [1953]; H. Waelsch 
Advances Protein Chem. 6, 299 [1951]; H. J. Strecker in D. Richter, Meta- 
bolism of the Nervous System. S. 459, Pergamon Press, New York 1954; A. Laj- 
tha, S. Berl u. H. Waelsch, J. Neurochem. 3, 322 [1959]. 
17 E. Roberts, M. Rothstein u. C. F. Baxter, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 
97, 796 [1958]; D. P. Purpura, M. Girado, T. G. Smithu. J. A. Gomez, ebenda 
97, 348 [1958]; J. Neurochem. 8, 338 [1959]; Science [Washington] 127, 1179 [1958]; 
H. Takahashi, Nature [London] 182, 1443 [1958]. 
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2. Serine and colamine were determined quantitatively in this 
fraction, after hydrolysis, by paper- and ion exchange chromatography. 


3. The values obtained are compared with previously reported values 
for free colamine and free serine. 


Priv.-Doz. Dr. med. H. G. Knauff, II. Medizinische Klinik der Universitat, 
Miinchen 15, Ziemssenstr. 1. 
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Das Verhalten der Proteine und der serin- und 
colaminhaltigen Phosphatide des Zentralnervensystems 
wiahrend der Insulinhypoglykamie 
Von 


H. G. Knauff, D. Marx und G. Mayer 
Aus der IL. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen (Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Bodechtel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. August 1961) 


Der Energiestoffwechsel wird im Kérper nicht nur von den Kohlen- 
hydraten und Fetten bestritten, sondern auch von den Proteinen und 
Aminoséuren. Wahrend dariiber bei allen anderen Organen des Korpers 
nie Zweifel bestanden, galt fiir das Gehirn lange Zeit die These von 
Himwich!, die Glucose komme als einziger Energietrager in Betracht. 
Dies mag normalerweise auch weitgehend zutreffen?. In Ausnahme- 
zusténden scheint jedoch auch die Gehirnzelle andere Substrate ener- 
getisch zu nutzen. Baumgarten? beobachtete bei stoffwechselgesunden 
Patienten wahrend der Insulinschocktherapie organischer Psychosen 
einen zeitweiligen Abfall der enzymatisch bestimmbaren, wahren Blut- 
glucose auf den Wert Null. Auch bei Patienten, die in suicidaler Absicht 
héchste Insulindosen gespritzt hatten, wurden kaum meBbare Blut- 
zuckerwerte beobachtet*. Bei solchen Fallen werden bleibende Schaden 
aber haufig vermiBt (Lit. s. 1. c.4). Bei der Vielzahl psychiatrischer 
Patienten, die der Insulintherapie unterworfen werden, sind Dauer- 
schaden sogar recht selten®. Die tiber keine nennenswerten eigenen 
Glucosevorrate verfiigende Gehirnzelle vermag also trotz fehlenden 
Glucoseangebotes lange Zeit zu tiberleben, obwohl sie gegen jede Ein- 
schrinkung ihrer Energieproduktion au8erst empfindlich ist. Eine Ab- 
drosselung der Sauerstoffzufuhr fiihrt z. B. schon nach wenigen Minuten 
zum Tod. 


1H. E. Himwich u. L. H. Nahum, Amer. J. Physiol. 90, 389 [1929]; 101, 
446 [1932]. 

2 J. F. Fazekas, Amer. J. Med. 25, 89 [1958]. 

3 F. Baumgarten, R.Kiehlmann u. A.Schrader, Klin. Wschr. 38, 
724 [1960]. 

4 L. Lindgren, Acta med. scand. 167, 297 [1960]. 

5 A.v. Braunmihl, Insulinschock u. Heilkrampf in der Psychiatrie, 2. Aufl., 
Thieme-Verlag, Stuttgart 1947; K. Kolle u. K. Th. Ruckdeschel, Dtsch. Med. 
Wschr. 81, 89 [1956]. 


15* 














928 H. G. Knauff, D. Marx und G. Mayer, Bd. 326 (1961) 

Die Annahme, da wahrend einer schweren Hypoglykamie auch das 
Nervengewebe andere Substrate an Stelle der Glucose verbrennt, ist 
daher berechtigt. In neuerer Zeit konnte sie durch verschiedene experi- 
mentelle Befunde®? "- +: nicht nur in vitro sondern auch in vivo bestatigt 
werden. Als nutzbare Substrate kommen gewisse Aminosauren, vor allem 
Glutaminsaure, ferner Zwischenprodukte des Tricarbonsiurecyclus, 
Milchsaure und andere Stoffe in Betracht. Das arterielle Angebot dieser 
Substrate ist jedoch nicht sehr hoch, vor allem wahrend der tiefen Hypo- 
glykamie. Die meisten passieren die Bluthirnschranke zudem nur sehr 
langsam. Sie reichen daher nicht aus, um die Energiebediirfnisse der 
Nervenzellen zu decken. Ein Insulinkoma kann durch Zufuhr auch 
groBerer Mengen dieser Substanzen nicht verhindert oder unterbrochen 
werden. Die Gehirnzelle scheint daher darauf angewiesen, in solchen 
Fallen auch endogene, bereits-vorher im Gehirn vorhandene, sonst 
anderen Funktionen dienende Stoffe energetisch zu nutzen. 


Wir haben zuniachst gepriift, wie weit dies bei den freien Gehirn- 
aminosauren der Fall ist*. Dawson® sowie Cravioto und Mitarbeiter !° 
beobachteten bereits mit semiquantitativen Methoden einen Abfall von 
Glutaminsaure, Glutamin und y-Amino-buttersiure wahrend der In- 
sulinhypoglykaémie. Wir konnten zeigen®, daB nicht nur diese Amino- 
siuren, sondern auch Alanin, Arginin, Glycin, Histidin, Isoleucin, Leucin, 
Lysin, Ornithin, Methionin, Phenylalanin, Prolin, Threonin, Tryptophan, 
Tyrosin und Valin mehr oder weniger stark abfallen. Bemerkenswerter- 
weise stieg jedoch die Konzentration des freien Serins, Athanolamins, 
Phosphoathanolamins und Cholins im Zentralnervensystem stark an, 
z. T. tiber 200% des Normalwertes. Die Zunahme dieser Phosphatid- 
bausteine wahrend der Insulinhypoglykamie sprach fiir einen Phosphatid- 
abbau im Gehirn, der mit einer Freisetzung und voriibergehenden An- 
haufung stickstoffhaltiger Bestandteile einhergeht. Auch von anderen 


6 C.E.Schmidt, 8.8. Kety u. H.H.Pennes, Amer. J. Physiol. 143, 
33 [1945]. 

7 R. W. Gerard u. E.G.Holmes, Amer. J. Physiol. 98, 342 [1930]; 
J. Loman, Arch. Neurol. Psychiatry [Chicago] 45, 282 [1941]; 8S. B. Wortis, 
D.Shaskan,D.Impastatou.R. Alimansi, Amer. J. Psychiatry 98, 354 [1941/42]; 
A. Geiger u. J. Magnes, Amer. J. Physiol. 149, 517 [1947]; 8.S.Kety u. 
C. F. Schmidt, J. clin. Invest. 27, 476, 484 [1948]; A. Geiger, J. Magnes u. 
R. 8S. Geiger, Nature [London] 170, 754 [1952]; L. J. Mullins, Amer. J. Phy- 
siol. 175, 358 [1953]; W. Gerard in K. A. C. Elliott, I. H. Page u. J. Quastel, 
Neurochemistry, 8. 475, Ch. C. Thomas, Publ. Springfield, Ill., 1955; A. Geiger, 
J. Magnes u. J. Dobkin, Federation Proc. 18, 52 [1954]; A. Geiger, Physiol. 
Rev. 88, 1 [1958]; C. Allweis u. J. Magnes, Nature [London] 181, 626 
[1958]; F. Erbsloéh, A. Bernsmeier u. H. R. Hillesheim, Arch. f. Psychiatr. 
u. Z. ges. Neurologie 196, 611 [1958]. 

8 H.G. Knauff u. F. Bock, Klin. Wschr. 38, 553 [1960]; J. Neurochem. 6, 
171 [1960/61]. 

® R. M.C. Dawson, Nature [London] 164, 1097 [1949]; Biochem. J. 47, 
386 [1950]. 

10 R. O. Cravioto, G. Massieu u. J. J. Izquierdo, Proc. Soc. exp. Biol. 
Med. 78, 856 [1951]. 
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Autoren!!-13 war im Insulinkoma bereits ein Verschwinden freier Fett- 
siuren und bestimmter Gehirnlipide bemerkt worden. Abood und 
Geiger’ stellten bei der isolierten Durchstrémung des Katzengehirns 
mit glucosefreier Erythrocytensuspension in situ auch einen Abbau von 


Hirnproteinen fest. 

Wir hatten daher zu priifen, wie weit das wahrend der Insulin- 
hypoglykimie beobachtete Verhalten der freien Gehirnaminosauren 
durch Konzentrationsinderungen hohermolekularer aminosaurehaltiger 
Stoffe bedingt ist. Da die freien Aminosiuren mit den Aminosauren der 
Proteine und Phosphatide in sténdigem Austausch stehen, muB ein 
plotzlicher Abbau dieser Substanzen auch die Konzentration der freien 
Aminosauren verandern. Wir haben daher unsere friiheren Unter- 
suchungen jetzt durch Bestimmung der Proteinaminoséuren und des in 
den Phosphatiden enthaltenen Serins und Colamins des Zentralnerven- 


systems erganzt. 


Material und Methodik 

Insgesamt wurden 56 Whistar-Albinoratten im Gewicht von 160—180 g 
eines einheitlichen Laborstammes fiir unsere Versuche verwendet. 40 Ratten waren 
zur Standardisierung der Methodik und zur Ermittlung der bestgeeigneten Insulin- 
menge erforderlich. Diese bleiben unberiicksichtigt, da sie nicht statistisch aus- 
gewertet werden kénnen. Unsere Ergebnisse beziehen sich lediglich auf die zuletzt 
in den Versuch genommene Rattenserie, die einheitlich eine Dosis von 40 IE Alt- 
insulin (,,Horm‘’) pro kg Kérpergewicht intramuskulaér bekamen. 

Bei 16 Tieren wurden die proteingebundenen Aminoséuren bestimmt, bei 
12 Tieren auch das phosphatidgebundene Serin und Colamin. Als Kontrolle dienten 
die Gehirne normaler Ratten, iiber die wir an anderer Stelle berichtet haben: 1°, 
Diese Tiere wurden zur gleichen Zeit untersucht, wie die Insulinratten. 

Schon 30 Min. nach der Insulinapplikation straubten die Tiere ihr Fell, 
wurden unruhig und schreckhaft. Spater wurden sie ruhiger und nach 2 Stdn zu- 
nehmend apathisch. Nach etwa 4 Stdn. traten die ersten tonisch-klonischen 
Krampfe auf. Nach 5 Stdn. wurden sie in tiefer Somnolenz getétet. 

Das klinische Bild des Insulinkomas, die Zeit bis zu seinem Eintritt und bis 
zum Beginn der Krampftatigkeit, unterschieden sich trotz der etwas niedrigeren 
Insulindosis nicht von dem unserer friiheren Versuchstiere®, bei denen die freien 
Aminoséuren bestimmt wurden. WirkungsmaéBig entsprachen sich also beide 
Insulindosen und sind daher vergleichbar. Dieselbe Dosis, wie bei unseren friiheren 
Versuchen konnte nicht gegeben werden, da sich der verwendete Rattenstamm als 
etwas insulinempfindlicher erwies, und wir die Tiere 6 Stdn. vorher hungern lieBen. 
Im tiefen Koma wurde die Kopfhaut mit einer Rasierklinge gespalten, der Schadel 
mit einem scharfen Skalpell eréffnet, das Gehirn entnommen und dann auf die 
friiher geschilderte Weise aufgearbeitet 1: 16. 

Wir erhielten eine von allen stérenden Substanzen befreite Phosphatidfraktion 
und eine ebenfalls von anderen ninhydrinfarbbaren Substanzen gereinigte Protein- 


11 J. H. Page, L. Pasternak u. M. L. Burt, Biochem. Z. 281, 113 [1931]. 

122 L. O. Randall, J. biol. Chemistry 133, 129 [1940]. 

13 EH. McGhee, E. Papageorge, W.L. Bloom u. G. T. Lewis, J. biol. 
Chemistry 190, 127 [1951]. 

4 L.G. Abood u. A. Geiger, Amer. J. Physiol. 182, 557 [1955]. 

15 H. G. Knauff, G. Mayer u. D. Marx, diese Z. 326, 78 [1961]. 

16 H.G. Knauff, G. Mayer u. D. Marx, diese Z. 326, 220 [1961], voran- 


stehend. 
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fraktion. Die Phosphatidfraktion enthielt etwa 95°, des gesamten im ZNS vor. 
handenen phosphatidgebundenen Serins und Colamins, d.h. die iiberwiegende 
Menge aller Serin- und Colamin-Kephaline und -Plasmalogene. Die Fraktionen 
wurden jede fiir sich hydrolysiert und die einzelnen Proteinaminosaéuren bzw. das 
in den Phosphatiden enthaltene Serin und Colamin nach entsprechender Auf. 
arbeitung quantitativ bestimmt. Wir benutzten dazu unser bewdahrtes®, 15-17 
papierchromatographisches Verfahren, fiihrten bei einigen Tieren jedoch auch 
elutionschromatographische Bestimmungen an [onenaustauschersiulen durch. 
Fiir methodische Einzelheiten verweisen wir auf unsere vorausgehenden Arbeiten, 


Ergebnisse 
a) Die serin- und colaminhaltigen Phosphatide 


Die Auswertung der von den Hydrolysaten unserer Phosphatid- 
fraktion angefertigten Chromatogramme ergab fiir Serin und Colamin 
die in Tab. 1 aufgefiihrten Werte. Gegeniiber Normaltieren ergab sich 
im Insulinkoma ein Abfall von 9,3°% fiir phosphatidgebundenes Colamin 
und von 10,5% fiir phosphatidgebundenes Serin. Die Ergebnisse sind 
nach dem ¢-Test statistisch signifikant (Zufallswahrscheinlichkeit ge- 
ringer als 1 : 1000). 


Tab. 1. Phosphatidgebundenes Colamin und Serin in g/g frisches Gehirngewebe 

bei 12 im Insulinkoma getéteten Ratten. Zum Vergleich in Spalte 3 unsere, einer 

friiheren Arbeit !* entnommenen Normalwerte. Die letzte Spalte gibt den im Insulin- 
koma beobachteten Abfall in °;, des Normalwertes. 








Insulintiere Normaltiere Abfall in °,, 
Substanz Mittelwert Schwankung Mittelwert des 
dem der Werte +o Normalwertes 
Colamin 970+-42 768—1220 1070-40 9,39, 
Serin 543 +33 415— 705 607 +37 10,5°, 











b) Die Gehirnproteine 

Zweidimensionale Elektrophero-Chromatogramme des Hydroly- 
sates der Proteinfraktion insulinbehandelter Ratten zeigten keine mit 
bloBem Auge erkennbaren Unterschiede zu ahnlichen Chromatogrammen 
von Normaltieren. Weder traten neue Flecken auf, noch verschwanden 
bekannte Flecken, noch ergaben sich Unterschiede in Gré8e und In- 
tensitaét einiger oder aller Flecken. Die quantitativ ausgewerteten, ein- 
dimensionalen Chromatographiestreifen ergaben die Werte der Tab. 2. 
Zum Vergleich wurden in Spalte 3 die einer friiheren Arbeit!> entnom- 
menen Normalwerte gegeniibergestellt. 

Fir keine einzige Aminosaure fand sich eine tiber die Standard- 
abweichung der Normaltiere hinausgehende Veranderung. Die Werte 
der Insulintiere liegen alle in der Streubreite der Normaltiere. Geringe 


17 H. G. Knauff, P. Dieterle u. H. Zickgraf, diese Z. 316, 186 [1959]; 
H. G. Knauff u. F. Windsheimer, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. 
Pharmakol. 289, 442 [1960]. 
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Abweichungen der Mittelwerte zwischen Normaltieren und Insulintieren 
sind nicht signifikant, zudem unterschiedlich fiir die einzelnen Amino- 
siuren. Die Insulinhypoglykamie ist demnach ohne Einflu8 auf die Zu- 
sammensetzung der Proteine. Ein wesentlicher Abbau dieser Stoffe war 
in unseren Versuchen auszuschlieBen. 


Tab. 2. Proteinaminosiuren in mg/g frisches Gehirngewebe bei 16 im Insulinkoma 
getéteten Ratten. Zum Vergleich in Spalte 3 unsere, einer fritheren Arbeit’® ent- 
nommenen Normalwerte. Die Werte von Histidin, Methionin, Phenylalanin und 
Prolin konnten nur elutionschromatographisch bestimmt werden. Da diese Be- 
stimmung nicht bei allen Ratten durchgefiihrt wurde, ist die Angabe einer Stan- 
dardabweichung nicht méglich. Glykokoll und Serin konnten nur gemeinsam 
papierchromatographisch bestimmt werden. 


























Insulinratten Normalratten 
Substanz Mittelwert Standard- Schwankung hae Tiere) 
abw. der Werte Mittelwert —- o 
Alanin . 5,99 +0,69 4,45— 7,17 5,86+0,57 
Arginin ; 9,05 -£0,93 7,95—10,18 9,62+1,89 
Asparaginsaure . 6,22 +1,10 5,21— 7,26 7,33+0,16 
Cystin . : 1,62 +0,41 0,81— 2,10 1,51-+0,33 
Glutaminsaure . 13,80 +1,19 11,06—16,17 14,91 +1,23 
Glycin + Serin . 9,80 +6,60 9,06—11,11 9,23-+-1,86 
Isoleucin. . . . 5,81 +1,28 4,22— 7,68 6,14-+-1,08 
Leucin. a 12,49 +1,89 8,49—15,01 12,63-+1,38 
Lysin+ Ornithin 8,69 -+0,84 7,39—10,24 8,39-+-0,94 
Methionin . . 3,02 — = 3,06 
Phenylalanin . 7,14 — — 7,19 
Prolin . 6,65 — — 6,68 
Threonin. 5,53 +1,12 3,92— 6,99 5,20+1,34 
Tyrosin 4,74 --0,69 3,67— 6,03 4,32+1,21 
Valin 6,71 +1,09 5,42— 8,84 6,01+1,34 
Diskussion 


Wir haben friiher gezeigt, daB die Konzentration verschiedener 
freier Gehirnaminosauren wahrend der Insulinhypoglykémie abnimmt*. 
Diese kénnen jedoch nicht als geschlossenes System isoliert betrachtet 
werden. Ein plétzlicher verstarkter Abbau der in viel gréBerer Menge 
vorhandenen Proteine oder aminosaurehaltigen Phosphatide mu8 den 
Spiegel der freien Aminosaéuren mit verandern. Da nach den Angaben 
anderer Autoren®-"4 bei der Insulinhypoglykamie mit dieser Méglichkeit 
zu rechnen war, haben wir im Anschlu8 an unsere friiheren Unter- 
suchungen auch das Verhalten der Proteine und gewisser Phosphatide 
im Insulinkoma untersucht. 

Unsere Ergebnisse lassen einen Abbau von Proteinen wahrend der 
Insulinhypoglykaémie sehr unwahrscheinlich erscheinen. Wir fanden bei 
keiner einzigen Proteinaminosdure signifikante Konzentrationsande- 
rungen. Die von Abood und Geiger" am isolierten, mit glucosefreier 
Erythrocytensuspension durchstrémten Katzengehirn gewonnenen Er- 
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gebnisse kénnen wir fiir das intakte Tier nicht bestatigen. Daher ist es 
auch nicht wahrscheinlich, daB unsere friiheren®, fiir die freien Amino- 
siuren erhaltenen Ergebnisse durch gleichzeitige Konzentrationsande- 
rungen der Hirnproteine in nennenswertem Ausmafe modifiziert werden. 


Bei den serin- und colaminhaltigen Phosphatiden fanden wir da- 
gegen eine eindeutige Verminderung um etwa 10%. Dieses Ergebnis 
wird durch die Arbeiten von Randall sowie von McGhee und Mit- 
arbeitern?* bestatigt, die mit anderen Methoden ebenfalls einen Schwund 
von Hirnphosphatiden wahrend der Insulinhypoglykamie beobachtet 
haben. Der bei unseren friiheren Versuchen nachgewiesene Konzen- 
trationsanstieg der Phosphatidbausteine Serin, Colamin und Phospho- 
colamin entspricht fast genau der Abnahme von phosphatidgebundenem 
Serin- und Colamin. Zwar wurden die freien Aminosaéuren und Amine 
bei einer anderen Rattenserie und zu einem anderen Zeitpunkt bestimmt 
als die phosphatidgebundenen. Auch wurde bei beiden Serien eine etwas 
verschiedene Insulindosis verwendet. Trotzdem stimmen die Werte fiir 
verschwundenes Phosphatid-Serin und ermittelten Zuwachs an freiem 
Serin bis auf wenige Mikrogramm iiberein. Beim Colamin unterscheiden 
sich die Werte etwas, liegen jedoch auch noch in der Schwankungsbreite. 
Die Vermehrung der genannten, niedrigmolekularen Verbindungen im 
Insulinkoma kann daher, wie friiher vermutet®, auf Konzentrations- 
anderungen entsprechender Phosphatide zuriickgefiihrt werden. 


Ahnlich wie die serin- und colaminhaltigen Phosphatide diirften sich 
auch andere Hirnlipide verhalten, so z. B. die Lecithine. Bei unserer frii- 
heren Versuchsserie® fanden wir naémlich auch eine Vermehrung des 
freien Cholins. 


Zur Erklarung des im Insulinkoma beobachteten Phosphatidschwun- 
des bieten sich zwei Méglichkeiten. Zunachst muB daran gedacht werden, 
da8B die Phosphatide abgebaut und ebenso wie die freien Aminosauren an 
Stelle der fehlenden Glucose vom Gehirn stoffwechselmabig genutzt wer- 
den. Diese Ansicht wird auch von Abood und Geiger" vertreten, die 
bei ihren Durchstr6mungsversuchen mit glucosefreier Erythrocytensus- 
pension einen hohen Sauerstoffverbrauch bei gleichzeitigem Verschwin- 
den von Lipiden und Phospholipiden festgestellt haben. Wahrend sich 
die stickstoffhaltigen Bruchstiicke dieser Stoffe voriibergehend anhau- 
fen und dadurch erfaBbar werden, diirften die Fettsdureketten schneller 
verbrannt werden. Die dabei gewinnbare Energiemenge wiirde ausreichen, 
um die Energiebediirfnisse der Zellen fiir viele Stunden zu decken. 

Da die Gehirnphosphatide nach neueren Untersuchungen !8-*° einen 
ziemlich lebhaften Stoffwechsel haben, ist jedoch auch eine mehr dy- 


18 R. M. C. Dawson, Biochem. J. 57, 237 [1954]; Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 14, 374 [1954]; derselbe in H. Waelsch, Biochemistry of the De- 
veloping Nervous System S. 268, Acad. Press, Inc. Publ., New York 1955. 

19 R. M. C. Dawson u. D. Richter, Proc. Roy. Soc. [London] Ser. B. 137, 
252 [1950]. 
20 K. P. Strickland, Canad. J. med. Sci. 30, 484 [1952]. 











Bd. 326 (1961) Proteine und Phosphatide wahrend der Insulinhypoglykamie 233 


namische Betrachtungsweise zu diskutieren. Im Stoffwechselgeschehen 
halten sich assimilatorische und dissimilatorische Prozesse das Gleich- 
gewicht. Die Gesamtmenge einer bestimmten Stoffgruppe andert sich 
daher normalerweise nicht. Wenn die fiir assimilatorische Stoffwechsel- 
reaktionen notwendige Energie nicht in ausreichendem Mae zur Ver- 
figung steht, miissen dissimilatorische Prozesse tiberwiegen und die 
Gesamtmenge eines untersuchten Stoffes, z. B. der Kephaline, abnehmen. 
Ist dabei vor allem der Endschritt der Synthese gestért, dann besteht 
die Méglichkeit der Anhaéufung von Intermediadrprodukten. Wahrend 
der Insulinhypoglykiémie konnten Dawson und Richter?*®, Ansell 
und Dohmen#! sowie Ansell und Spanner” eine Verminderung der 
Aufnahme von radioaktivem Phosphat in verschiedene Phosphatid- 
fraktionen des Gehirns nachweisen. Ansell und Dohmen*! fanden das 
gleiche auch wahrend der Thiopentonanasthesie und Ansell und Mor- 
gan®$ unter der Einwirkung von Thiopenton (Na-5-Athyl-5-[1-methyl- 
butyl]-2-thio-barbiturat) und Azacyclonol (2-[Piperidy]-(4)]-benzhydrol- 
hydrochlorid). Die Annahme, da8 fiir den von uns wahrend der 
Insulinhypoglykamie beobachteten Phosphatidschwund ebenfalls we- 
niger ein vermehrter Abbau als eine verminderte Neusynthese verant- 
wortlich ist, hat daher vieles fiir sich. 

Das Ausma® der Veranderungen spricht dagegen eher fiir einen 
Abbau. Die normale Stoffwechselrate der Hirnphosphatide ist nicht 
groB genug, um allein bei gestorter Neusynthese nach wenigen Stunden 
bereits eine Verminderung um 10% zuzulassen. Auch ware nicht ver- 
staindlich, warum sich der Bestand der Hirnproteine tiberhaupt nicht 
andert, obwohl diese stoffwechselmaBig genauso aktiven Stoffe ebenfalls 
standig auf- und umgebaut werden?!. Auch dazu wird in gleicher Weise 
Energie benétigt. Unsere friihere Beobachtung, daB neben dem freien 
Colamin auch das freie Phosphocolamin ansteigt®, spricht ebenfalls eher 
fiir einen Abbau. Phosphocolamin ist wahrscheinlich kein Zwischen- 
produkt bei der Phosphatidsynthese*®. Dagegen entsteht es beim 
Phosphatidabbau?*. 

Beide diskutierten Méglichkeiten diirften allein zur Erklarung des 
Phosphatidschwundes nicht ausreichen. Wahrscheinlich handelt es sich 
nicht um eine Alternative, sondern um parallel verlaufende Vorgange, 
um einen Phosphatidabbau bei gleichzeitiger Stérung ihrer Neusynthese. 


21 G. B. Ansell u. H. Dohmen, J. Neurochem. 2, 1 [1957]. 

22 G. B. Ansell u. 8. Spanner, J. Neurochem. 4, 325 [1959]. 

23 G. B. Ansell u. A. Morgan, Biochem. J. 69, 30 P [1958]. 

24 A. Lajtha u. 8. 8. Furst in H. Waelsch, Ultrastructure and Cellular 
Chemistry of Neural Tissue, p. 195, Acad. Press. Inc. Publ. N. Y. 1955; A. Lajtha, 
8S. Furst, A. Gerstein u. H. Waelsch, J. Neurochem. 1, 289 [1957]; A. Lajtha, 
8. Berl u. H. Waelsch, ebenda 8, 322 [1959]; A. Lajtha, ebenda 3, 358 [1959]. 

25 J. Bremer, P. H. Figard u. D. M. Greenberg, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 48, 477 [1960]. 

26 H. McIlwain, Biochemistry of the Central Nervous System, Churchill, 
London 1959. 
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Die im Insulinkoma beobachtete Phosphatidverminderung er- 
scheint tiberraschend groB, wenn man bedenkt, daB diese spezifischen 
Strukturbestandteile normalerweise ziemlich stabil sind2’. In einzelnen, 
besonders empfindlichen Hirnteilen diirften die Veranderungen noch 
wesentlich tiber die Durchschnittswerte des Gesamtgehirns hinausgehen. 
Irreversible oder schwer reparable Schaden sind umso eher zu erwarten, 
als normalerweise der Phosphatidstoffwechsel viel langsamer erfolgt, als 
der der eigentlichen Energiestoffe?’. Die Reparation auch eines be- 
grenzten, nicht zum Zelluntergang fiihrenden Phosphatidabbaus muB 
daher erschwert sein, zumal, da wichtige, nur schwer die Blut-Hirn-Schran- 
ke durchdringende Phosphatidbausteine nicht sofort ersetzbar sind. Viel- 
leicht erklart dies die alte klinische Erfahrung, daB kurz nach einem 
schweren Insulinschock eine erneute Hypoglykamie bedeutend schlechter 
vertragen wird und oft zu erheblichen Schaden fiihrt. Unsere Befunde 
sind wahrscheinlich der biochemische Ausdruck der bekannten, bei 
weiterem Fortschreiten auch morphologisch erfaBbaren Hypoglykamic- 
schaden?, Thre klinische Bedeutung fiir das Verstandnis insulinbedingter 
zentraler Funktionsstérungen, insbesondere des Posthypoglykamiesyn- 
droms, wurde an anderer Stelle diskutiert°. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


Zusammenfassung 
5 Stdn. nach Applikation einer gréBeren Insulindosis fielen das 
phosphatidgebundene Serin und Colamin im Gesamthirn der Ratte um 
etwa 10% des Normalwertes ab. Die Konzentration der Gehirnproteine 
anderte sich nicht. 
Es wird angenommen, da die Phosphatide abgebaut werden und 
mit zur Energiegewinnung der hypoglykamischen Gehirnzellen beitragen. 


Summary 
5 hours after a large dose of insulin, the normal levels of phosphatide- 
bound serine and colamine in rat whole brain fell by about 10%. The 
concentration of brain protein was unchanged. It is assumed that the 
phosphatides are degraded, thus providing a source of energy for the 
hypoglycaemic brain cells. 


Priv.-Doz. Dr. med. G.H. Knauff, II. Medizin. Klinik der Universitat, 
Miinchen 15, ZiemssenstraBe 1. 


27 A. N. Davison, J. Dobbing, R.S. Morgan u. G. P. Wright, J. Neuro- 
chem. 3, 89 [1958]; A. N. Davison u. J. Dobbing, Lancet 1958, IT, 1158; Bio- 
chem. J. 78, 701 [1959]. 

28 G. Bodechtel, Dtsch. Arch. Klin. Med. 175, 188 [1933]; A. Weil, 
E. Libert u. G. Heilbrunn, Arch. Neurol. Psychiatry [Chicago] 39a, 467 [1938]; 
K. Oberdisse u. G. Schaltenbrand, Z. ges. exp. Med. 114, 209 [1944]; 
8. P. Hicks, Arch. Pathology 49, 111 [1950]. 

29 H.G. Knauff in IV. Kongress der International Diabetes Federation, 
Genf, 10.—14. Juli 1961. Verhandlungsberichte (im Druck). 
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Uber das Vorkommen von Dihydroxysterinen 
im menschlichen Gehirn 
Von 
Kurt Schubert, Gunar Rose und Max Biirger 


Aus dem Institut fiir Mikrobiologie und experimentelie Therapie Jena der Deutschen Akademie 
der Wissenschaften zu Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll) und der Medizinischen Uni- 
versitétsklinik Leipzig 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16, August 1961) 


Von Biirger und Mitarbeitern wurden umfangreiche Unter- 
suchungen tiber die chemische Biomorphose des Gehirns ausgefihrt?. 
Hierbei ergaben sich Hinweise fiir das Vorkommen weiterer Sterine 
innerhalb der Cholesterinfraktion. 

Als Begleiter des Cholesterins [45-Cholestenol-(38)] sind A7’-Cho- 
lestenol-(38), 7-Dehydro-cholesterin [A>-?-Cholestadienol-(38)] und Cho- 
lestanol-(38) bekannt?. 1953 isolierte Ercoli aus Pferdehirn erstmals 
24-Hydroxy-cholesterin® [45-Cholestendiol-(38.24)]. Es erhielt den 
Namen Cerebrosterol und wurde spater in geringer Menge auch im 
Menschenhirn gefunden. 

Fiir unsere Isolierungsarbeiten wurden Kaltextrakte von gefrier- 
getrocknetem Hirn verwandt‘. Es standen zunachst Kollektive von je 
10 Fallen der Altersgruppen ,,Jung“ (1—4 Jahre), ,, Mittel“‘ (20—50 Jahre) 
und ,,Alt‘‘ (60—80 Jahre) zur Verfiigung. Die Trockenhirne wurden 
innerhalb von 2 Jahren gesammelt und bei Raumtemperatur auf- 
bewahrt. Die Anreicherung der Begleitsterine erfolgte nach einem von 
Kuizenga?® fiir die Herstellung von Nebennierenrinden-Extrakten ein- 
gefiihrten und von Ercoli® zur Isolierung von 24-Hydroxy-cholesterin 
benutzten Verteilungsverfahren. Dabei erhielten wir harzige Anteile, die 
durch Séulenchromatographie aufgetrennt werden konnten. 


Fir die Trennung von Cholesterin-Derivaten verwendeten wir eine 
Aluminiumoxydsaule nach dem Prinzip der Gradienten-Elution. Diese 
Arbeitsweise bewahrte sich bereits bei der Isolierung von 7-Oxo-cho- 
lesterin [45-Cholestenol-(3f)-on-(7)] aus Harn®. Mit einem Gradienten 


1 M. Biirger, Altern und Krankheit als Problem der Biomorphose, 4. Aufl., 
Georg Thieme, Leipzig 1960. 

2 R. P. Cook, Cholesterol, Academic Press Inc. Publ., New York 1958. 

3 A. Ercoliu. P. De Ruggieri, Gazz. chim. ital. 88, 720 [1953]. 

4M. Birger, Abhandlungen der Sachs. Akademie der Wissenschaften zu 
Leipzig, Bd. 46, Akademie Verlag, Berlin 1959. 

5 G. F. Cartland u. M. H. Kuizenga, J. biol. Chemistry 116, 57 [1936]. 

6 K.Schubert, G. Rose u. G. Bacigalupo, Naturwissenschaften 47, 
497 [1960]. 
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von 0 bis 1,3% Methanol in Benzol lieB sich nach dem Cholesterin mit 
0,6°% Methanol eine kristalline Substanz eluieren, die nach 3maligem 
Umkristallisieren aus Methanol einen konstanten Schmp. von 182—154° 
aufwies. Die sowohl adsorptionschromatographisch als auch papier- 
chromatographisch feststellbaren polaren Eigenschaften machten eine 
zusatzliche Sauerstoff-Funktion wahrscheinlich. Bereits der Vergleich 
der Schmelzpunkte sowie der Farbreaktionen lieB jedoch erkennen, dai 
es sich nicht um ein in 24-, 25- oder 26-Stellung hydroxyliertes Cho- 
lesterin handeln kann. 


Tab. 1. Eigenschaften des 7x-, 7B-, 24-, 25- und 26-Hydroxy-cholesterins. 











7a- | 7p: | 24. 25- 26- 
Hydroxy-cholesterin 
SOREN ee Fens bel Ss. 184, 176 176 182 178 
lo alo (GLC a eae —90 +7 —48 —39 —30 
SS Se ce 1,00 0,79 0,57 - 0,43 0,29 
(GH 3CO),0 + H,SO,. . .]|  griin grin | graugriin | graugriin | blaugriin 
1 ut ee SSS a ee violett violett gelb gelb gelb 
H,[PO, (WrQO,)a]- - . ~~ blau blau gelb gelb gelb 
Dibenzoat Schmp. . . . . 155 174 181 — — 
Dibenzoat [«]?> .°. . . .| —114 +92 —16 — os 
Dibenzoat UV Amax (mf) . | 230; 272 | 229; 272 — — — 
: 280 














* Relative Wanderungsgeschwindigkeit bezogen auf 7a-Hydroxy-cholesterin = 1,00 in Heptan 
auf phenylcellosolveimpragniertem Papier. 


Auf Grund der Farbreaktionen wurde nun eine Hydroxylierung in 
7-Stellung in Betracht gezogen. Wahrend zunachst auf paraffin- 
getrinktem Papier mit Propanol/Methanol/Wasser nur eine Trennung 
des Cholesterins von den hydroxylierten Derivaten méglich war, konnte 
mit phenylcellosolveimpragniertem Papier und Heptan eine Unter- 
scheidung der einzelnen Dihydroxysterine erreicht werden (s. Tab. 1). 
Der R;-Wert unserer Substanz entsprach 71-Hydroxy-cholesterin 
[45-Cholestendiol-(38.7«)], das wir ebenso wie 7$-Hydroxy-cholesterin 
fiir Vergleichszwecke synthetisierten. 

Auch der Schmp. und Misch-Schmp. sowie der negative. Drehwert 
sprachen fiir die 7x- und gegen die 78-Hydroxygruppe. SchlieBlich ergab 
der Vergleich der Infrarotspektren in KBr die Identitaét. Als Derivat 
wurde noch das Dibenzoat hergestellt. Auffallend war die Zunahme von 
7«-Hydroxy-cholesterin in der hohen Altersgruppe. 

In der Mutterlauge, die bei der Umkristallisation des 7x-Hydroxy- 
cholesterins anfiel, konnte papierchromatographisch 78-Hydroxy- 
cholesterin [45-Cholestendiol-(38.7f)] nachgewiesen werden. 

Fir die weitere Untersuchung von Cholesterin-Derivaten mit zu- 
satzlichen Sauerstoff-Funktionen wurde die Gradientenchromatographie 
auf ihre Leistungsfahigkeit gepriift. Die Lage der einzelnen Substanzen 
ist unter standardisierten Bedingungen gut reproduzierbar (s. Abbild.). 











ruin. 


ptan 





Bd. 326 (1961) Dihydroxysterine im menschlichen Gehirn 937 


tL AN 
LE 


J 10 1§ 20 ris) 30 IS 
Frakt. Ne) —— 
Chromatographische Trennung von Cholesterin (A), 24-Hydroxy-cholesterin (B) 
und 7-Hydroxy-cholesterin (C) an einer Aluminiumoxydsaule durch Gradienten- 
Elution. Gradient 0—1,3°%, Methanol in Benzol. 









































Die Fraktionen der 24-Hydroxy-cholesterin-Region der verschie- 
denen Alterskollektive muBten vereinigt werden, da die darin enthal- 
tenen Substanzmengen fiir eine Isolierung zu gering waren. Nach wieder- 
holter Chromatographie und Kristallisation aus Ather/Pentan wurden 
lange Nadeln erhalten, insgesamt 1,5 mg. Schmp. und Misch-Schmp. 
sowie das papierchromatographische Verhalten entsprachen 24-Hy- 
droxy-cholesterin. Die Identitét wurde weiter durch Infrarot- 
spektrographie sowie die Herstellung des Dibenzoats und Vergleich mit 
einem Standard bewiesen. 

Da die autoxydative Einfiihrung einer Sauerstoff-Funktion in 
7-Stellung in Betracht zu ziehen ist, hat uns diese Frage besonders be- 
schaftigt. Als Autoxydationsprodukte des Cholesterins sind 7-Oxo- 
cholesterin, 7x- und 7$-Hydroxy-cholesterin bekannt?. Fieser und 
Mitarbeiter? fanden in zwei Monate altem Cholesterin 0,005% 7-Oxo- 
cholesterin. Wir untersuchten eine 10 Jahre alte Cholesterinprobe, wobei 
0,12°% 78-Hydroxy-cholesterin und 0,1% 7«-Hydroxy-cholesterin, je- 
doch kein 7-Oxo-cholesterin gefunden wurde. Es ergab sich somit die 
Notwendigkeit, mit einer verkiirzten Arbeitsweise Einzelhirne so- 
gleich nach der Gefriertrocknung zu untersuchen. Insgesamt wurden 
16 Hirne von Personen verschiedenen Alters (10 Monate bis 90 Jahre) 
eingesetzt. Nach der Gefriertrocknung erfolgte eine erschépfende Ex- 
traktion mit Aceton und anschlieBend eine zweimalige Siulenchromato- 
graphie (Gradienten-Elution) des Extraktes. 

Der Gehalt an 24-Hydroxy-cholesterin, bezogen auf Cholesterin, 
erwies sich in den verschiedenen Altersstufen bei der Mehrzahl der Faille 
mit 0,1—0,16% als bemerkenswert einheitlich (s. Tab. 2). Demgegen- 
liber lag jetzt der Gehalt an 7-Hydroxy-cholesterin mit einem Mittelwert 
von 0,04% verhaltnismaBig niedrig. Er ist aber etwa 40mal hoher als 
der 7-Hydroxy-cholesterin-Wert, der gefunden wurde, wenn reines 


7 L. F. Fieser, W.-Y. Huang u. B. K. Bhattacharyya, J. org. Chemistry 
22, 1380 [1957]. 
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Cholesterin ebenso aufgearbeitet wird. Altersbedingte Unterschiede 
wurden bei den Einzelhirnen nicht beobachtet. In 14 Fallen konnte 
papierchromatographisch nur 7$-Hydroxy-cholesterin nachgewiesen 
werden. nur in 2 Hirnen von Personen hohen Alters (81 Jahre) konnten 
auBerdem noch 10% 7«-Hydroxy-cholesterin, tezogen auf 76-Hydroxy- 
cholesterin, gefunden werden. 


Tab. 2. Der prozentuale Anteil von 24-Hydroxy-cholesterin und 7-Hydroxy-chole- 
sterin bei 16 Einzelhirnen. (%-Werte bezogen auf Cholesterin.) 























Lfd. Alt Extrakt | Cholesterin 24-Hydroxy 7-Hydroxy 
2 Alter 
Nr. [mg] [mg] (v1 | (%) | f1 | [%1 
1 Totgeb. 124 36 52 0,14 27 0,07 
2 10 Mon. 122 az 84 0,12 8 0,01 
3 15 J. 103 » 61 70 0,11 16 0,03 
4 18 J. 106 68 30 0,04 38 0,06 
5 20 J. 100 54 87 0,16 - 36 0,07 
6 25 J. 106 67 110 0,16 28 0,04 
7 26 J. 108 68 84 0,12 30 0,04 
8 39 J. 110 73 46 0,06 8 0,01 
9 41 J. 102 62 80 0,13 10 0,02 
10 66 J." 101 54 84 0,15 22 0,04 
1] 79 J. 99 66 64 0,10 Zi 0,03 
12 81 J. " 116 712 90 0,12 10 0,01 
13 81 J. 100 60 130 0,22 39 0,07 
14 84 J. 108 72 71 0,10 19 0,03 
15 86 J. 102 75 100 0,13 31 0,04 
16 90 J. 102 57 45 0,08 26 0,05 








Beschreibung der Versuche 
Vergleichssubstanzen 
7a- und 76-Hydroxy-cholesterin wurden durch Reduktion von 7-Oxo- 
cholesterin-acetat mit Lithiumaluminiumhydrid erhalten*. Die Abtrennung des 
7«-Hydroxy-cholesterins erfolgte iiber das Dibenzoat. Aus der Mutterlauge wurde 
nach Chromatographie an Aluminiumoxyd mit einem Gradienten von Petrolather/ 
Benzol im Verhaltnis 9:1 bis 1:1 das Dibenzoat des 7a-Hydroxy-cholesterins 
gewonnen. Die Daten fiir die Dibenzoate und die freien Sterine kénnen Tab. 1 ent- 
nommen werden. 
Die in der Seitenkette hydroxylierten Cholesterin-Derivate wurden uns 
freundlicherweise zur Verfiigung gestellt : 
24-Hydroxy-cholesterin von Prof. A. Ercoli (Casatenovo-Como), 
25-Hydroxy-cholesterin von Dr. E. Schwenk (Worcester Foundation, 
Shrewsbury), 
26-Hydroxy-cholesterin von Dr. E. Mosettig (National Institute of 
Health, Bethesda), 
wofiir wir auch an dieser Stelle herzlich danken. 


Extrakt-Gewinnung aus einer Trockenhirn-Sammlung 


Durch Gefriertrocknung wird aus homogenisiertem Frischhirn ein leicht zu 
verarbeitendes hellgelbes Pulver erhalten‘. Die Kaltextraktion des Trockenhirns 


8 L. F. Fieser, M. Fieser u. R.N.Chakravarti, Amer. J. chem. Soc. 
71, 2226 [1949]. 
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erfolgt mit Methanol/Chloroform 3:1, Methanol/Ather 1:1 und schlieBlich mit 
Methanol/Chloroform 1:3. Bei der Trocknung werden 40° nicht iiberschritten *. 


Vortrennung der Begleitsterine 

Die Kaltextrakte von insgesamt 145 g Trockenhirn wurden einem Verteilungs- 
verfahren unterworfen5: *, Dabei gelangten Anteile zur Verarbeitung, die jeweils 
15—23 g Trockenhirn der Altersgruppen ,,Jung‘‘ (1—4 Jahre), ,,Mittel‘‘ (20 
bis 50 Jahre) und ,,Alt‘* (60—80 Jahre) entsprachen. 

Zunachst wurde der Kaltextrakt 3mal mit Aceton im Mérser verrieben. Die 
vereinigten Aceton-Extrakte wurden konzentriert, wobei der Hauptteil des Cho- 
lesterins abgetrennt werden kann. Das mit der Mutterlauge vereinigte Waschaceton 
wurde zur Trockene gebracht und der Riickstand 3mal mit der gleichen Menge 
1.2-Dichloréthan extrahiert. Der wiederum zur Trockene gebrachte Dichlorathan- 
Extrakt wurde in Aceton aufgenommen und zur Abtrennung noch vorhandener 
Phosphatidspuren einige Stunden in der Kalte stehengelassen und abfiltriert. Der 
getrocknete Riickstand der Acetonlésung wurde in etwa 50 cm? 96proz. Athanol 
aufgenommen und 50 cm® Petrolither sowie 5cm* Wasser zugesetzt. Die Ver- 
teilung zwischen Petrolather/Athanol/Wasser wurde fortgefiihrt, bis der Wasser- 
gehalt auf 30% gestiegen war. Die petrolitherischen Lésungen wurden mit 70proz. 
Athanol gewaschen. Die vereinigten alkoholischen Lésungen wurden im Vak. ein- 
gedampft, der Riickstand in Ather gelést, dann gewaschen, filtriert und zur Trok- 
kene gebracht. Als Riickstand verblieben bei jeder Altersgruppe etwa 50 mg eines 
braunlich harzigen Produktes. 


Adsorptionschromatographie 

Die harzigen Anteile wurden an einer Séule von 15 x 0,5cm nach dem 
Prinzip der Gradienten-Elution chromatographiert. Es wurde Aluminiumoxyd 
von Merck verwandt, das auf einen Wassergehalt von 7% eingestellt war. Mit 
einem Gradienten von 0—1,3% Methanol in Benzol konnte eine Trennung von 
restlichem Cholesterin, 7-Hydroxy-cholesterin und 24-Hydroxy-cholesterin er- 
reicht werden (s. Abbildung). Insgesamt wurden 40 Fraktionen von je 5 cm? ge- 
sammelt. Bereits nach dem Einengen kristallisiert das 7x-Hydroxy-cholesterin in 
langen feinen Nadeln. 

Papierchromatographie 

Es wurde absteigend mit 2 Systemen gearbeitet: 

1. Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2043bM wurde mit einer 10° Paraffin ent- 
haltenden Benzollésung impragniert. Entwickelt wurde mit Methanol/ 
Propanol/Wasser 81: 15: 3°. Die Laufzeit betrug 8—10 Stdn. Hierbei er- 
folgte lediglich eine Trennung des Cholesterins von den polaren Dihydroxy- 
Derivaten. 

. Schleicher & Schiill-Papier Nr. 2040bM wurde mit einer 5% Phenyl- 
cellosolve enthaltenden Acetonlésung impragniert. Als mobile Phase 
diente n-Heptan?°. Die Laufzeit fiir das Durchlauf-Chromatogramm betrug 
6 Stdn. Die einzelnen Hydroxy-Derivate des Cholesterins lieBen sich mit 
diesem System gut trennen (s. Tab. 1). 

Angefarbt wurde mit einem Gemisch von 9 Tin. Acetanhydrid und 1 TI. 
konz. Schwefelsaure. Die Farbung tritt sogleich hervor. An weiteren Farbreaktionen 
kommen in Betracht die Behandlung mit: 1. einer gesaitt. Losung von Antimon- 
trichlorid in Chloroform; 2. einer 15proz. Lésung von Phosphorwolframsaure in 
Athanol. 

In beiden Fallen wird danach etwa 1 Min. auf 60° erwarmt; die unterschied- 
lichen Farbreaktionen sind aus der Tab. 1 zu ersehen. 


bo 


* Fir die Gewinnung der Kaltextrakte danken wir Herrn Dr. Haase, Leipzig. 
® KE. Kodicek u. D. R. Ashbey, Biochem. J. 57, XII [1954]. 
10 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 35, 276 [1952]. 
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Isolierte Substanzen 


7«-Hydroxy-cholesterin: Nach Vereinigung des aus den einzelnen Alters- 
gruppen saulenchromatographisch abgetrennten 7a-Hydroxy-cholesterins und 

3maligem Umkristallisieren aus Methanol wurden 20 mg vom Schmp. 182—184° 
erhalten. Der Misch-Schmp. mit der synthet. Vergleichssubstanz ergab keine De. 
pression. Auch das adsorptionschromatographische und papierchromatographische 
Verhalten der isolierten Substanz entsprach dem des Standards. 

Die Infrarotspektren der isolierten und synthetisierten Verbindung waren 
identisch. 

Fiir die Aufnahme der K Br-Spektren mit der Mikrotechnik! wurden Matrizen 
von 1 X 5mm benutzt, wofiir 20—30y geniigen. Die Léslichkeit von 7«-Hydroxy- 
cholesterin in Schwefelkohlenstoff und Tetrachlorkohlenstoff war fiir eine Auf. 
nahme von Lésungsspektren nicht ausreichend. Die Messungen wurden mit einem 
Zeiss-UR-10-Spektralphotometer durchgefiihrt. 

Dibenzoat: 2 mg 7«-Hydroxy-cholesterin wurden in einem Mikroréhrchen 
in 0,05 cm*® Pyridin gelést und dazu 1 Tropfen Benzoylchlorid gegeben. Nach 
2tagigem Stehenlassen bei Raumtemperatur wurde Wasser zugesetzt, mit Ather 
extrahiert, die atherische Lésung gewaschen, getrocknet und zur Reinigung iiber 
eine Aluminiumoxydsaule geschickt. Das Eluat wurde eingeengt und Methanol 
zugegeben, wobei das Dibenzoat in langen Nadeln kristallisiert. Nach zweimaligem 
Umkristallisieren aus Ather/Methanol wurden 2,1 mg mit einem Schmp. von 153 
bis 155° erhalten. Der Misch-Schmp. mit einem Vergleichspriparat zeigte keine 
Depression. Die Infrarotspektren beider Priparate waren identisch. 

7B-Hydroxy-cholesterin: In der bei der Kristallisation von 7a-Hydroxy- 
cholesterin anfallenden Mutterlauge konnte papierchromatographisch 7 6-Hydroxy- 
cholesterin nachgewiesen werden. Das papierchromatographisch abgetrennte 
7 B-Hydroxy-cholesterin wurde eluiert und zur Reinigung fiir die Infrarotspektro- 
graphie einer Gradienten-Chromatographie unterworfen. Der Vergleich der Infra- 
rotspektren der isolierten und synthet. Substanz ergab die Identitat. 

24-Hydroxy-cholesterin: Das aus den einzelnen Altersstufen saulen- 
chromatographisch abgetrennte 24-Hydroxy-cholesterin wurde vereinigt und noch- 
mals iiber eine gleiche Séule chromatographiert. Nach 2maligem Umkristallisieren 
aus Ather/Pentan wurden 1,5 mg in Form langer Nadeln mit einem Schmp. von 
175—176° erhalten. Die Identitat mit einem Standard ergab sich durch Papier- 
chromatographie, Misch-Schmp. und Infrarotspektrographie. 

Dibenzoat: 1 mg 24-Hydroxy-cholesterin wurde in einem Mikroréhrchen 
in der zuvor beschriebenen Weise benzoyliert und aufgearbeitet. Aus Ather/Me- 
thanol konnte 1 mg des Dibenzoats in feinen Nadeln vom Schmp. 182° erhalten 
werden. Die Identitat mit einem in gleicher Weise behandelten Standard ergab sich 
durch Misch-Schmp. und Infrarotspektrographie. 


Extraktgewinnung aus Einzelhirnen 

Frischhirn verschiedener Altersstufen wurde homogenisiert und einer Gefrier- 
trocknung unterworfen. AnschlieBend wurde das Trockenhirn 4mal mit Aceton 
unter Riihren bei Zimmertemperatur extrahiert und die vereinten Acetonextrakte 
im Vak. eingeengt. Etwa 100 mg des Riickstandes wurden an einer Saule von 
15 x 1,0cm nach dem Prinzip der Gradienten-Elution chromatographiert. Es 
wurden 40 Fraktionen von je 10m/ gesammelt. Die anfallenden Cholesterin- 
Fraktionen wurden vereint, getrocknet und ausgewogen. 

Zur weiteren Reinigung und zuverlassigen Bestimmung der nach Cholesterin 
nur in geringer Menge anfallenden Begleitsubstanzen B (24-Hydroxy-cholesterin) 
und C (7-Hydroxy-cholesterin) wurde eine 2. Chromatographie mit der 15 x 0,5-cm- 
Saule durchgefiihrt. Die einzelnen Fraktionen im Bereich von B und C wurden 


i K. Wehrberger u. K. Schubert, Pharmazie 16, 249 [1961]. 
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gesondert vereint und zur Trockene gebracht. Jeweils °/, der Gesamtfraktion von 
B und C wurden in 0,5 ml konz. Essigséure gelést und 1,5 ml eines Gemisches von 
9 Tin. Acetanhydrid und 1 TI. konz. Schwefelsiure zugegeben. Danach wurde 
30 Min. auf 25° erwarmt und die Extinktion bei 428 my (Filter S 42) photometrisch 
bestimmt. Fiir die quantitative Auswertung wurden die jeweiligen Eichkurven von 
24-Hydroxy-cholesterin und 7 6-Hydroxy-cholesterin herangezogen. Mit dem rest- 
lichen Viertel von B und C wurde zur Bestatigung der erhaltenen Werte eine halb- 
quantitative Papierchromatographie durchgefiihrt. 


Zusammenfassung 


Nach Gefriertrocknung wurden aus menschlichem Gehirn 24-Hy- 
droxy-cholesterin, 78-Hydroxy-cholesterin und 7«-Hydroxy-cholesterin 
isoliert. Es wurden 3 Hirnkollektive (,,Jung‘, ,,Mittel“, ,,Alt‘) und 
16 Einzelhirne verschiedener Altersstufen untersucht. Bezogen auf 
Cholesterin, liegt der Gehalt an 24-Hydroxy-cholesterin im Mittel bei 
0,12% und an 7-Hydroxy-cholesterin bei 0,04%. Eine mit zunehmendem 
Alter der untersuchten Fille einhergehende Verschiebung in den Re- 
lationen der Begleitsterine konnte nicht nachgewiesen werden. 


Summary 


24-Hydroxycholesterol, 7$-hydroxycholesterol and 7a«-hydroxy- 
cholesterol were isolated from freeze-dried human brain. 3 groups 
(,,young“, ,,middle aged‘, ,,old“‘) and 16 separate brains of different 
ages were studied. The levels of 24-hydroxycholesterol and 7-hydroxy- 
cholesterol were on the average 0.12% and 0.04% with respect to cho- 
lesterol. This relationship remained unchanged with increasing age of 
the subject. 


Prof. Dr. K. Schubert, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, 
Jena, BeuthenbergstraBe 11. 
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Uber die Isolierung von sechs 17-Ketosteroiden aus 
Meerschweinchenharn 


Von 


Kurt Schubert und Kurt Wehrberger 


Aus dem Instutitut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie Jena der Deutschen Akadeinie 
der Wissenschaften zu Berlin (Direktor: Prof. Dr. med. H. Kn6ll) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 16. August 1961) 


Obwohl das Meerschweinchen fiir Stoffwechseluntersuchungen ein 
haufig verwandtes Laboratoriumstier ist, sind unsere Kenntnisse tiber 
die einzelnen Steroidmetaboliten hier noch liickenhaft. Bekannt ist die 
Ausscheidung von Corticosteroiden!. In der Gruppe der 17-Ketosteroide 
wurden vorwiegend 1l-oxygenierte Derivate des Androsterons und 
58-Androstanol-(3«)-ons-(17) (Atiocholanolons) gefunden, die dem 3x- 
Typ entsprechen und auch beim Menschen vorkommen. Eine Besonder- 
heit stellte bisher das 5«-Androstanol-(3f)-on-(17) (Epiandrosteron) 
mit einer 38-Hydroxy-Gruppe in zwei nicht iibereinstimmenden Mit- 
teilungen dar? *, Es wird hier tiber die Isolierung von sechs 17-Keto- 
steroiden zu berichten sein, von denen eines bisher mit 5x-Androstanol- 
(38)-on-(17) verwechselt wurde. In einer soeben erschienenen Kurz- 
mitteilung hat inzwischen auch Brooks im Zusammenhang mit der 
Isolierung von drei 17-Ketosteroiden auf diese Verwechslung hinge- 
wiesen‘. Beim weiblichen Meerschweinchen treten unter den 11-oxy- 
genierten 17-Ketosteroiden die 3/-Hydroxy-Derivate mengenmabig 
hervor. Diese Besonderheit ist fiir die von uns verfolgte Untersuchung 
von Spezies-Unterschieden von Interesse. Zur Priifung des Einflusses 
der Bakterienflora auf die Harnmetaboliten wurde vergleichsweise auch 
mittels Katheters entnommener Harn untersucht. 


Fir die Isolierungsarbeiten standen 7] Harn von weiblichen Meer- 
schweinchen zur Verfiigung. Es wurden zunichst die ohne vorherige 
Hydrolyse bei pH 7 extrahierbaren freien Steroide untersucht. Der Ex- 
trakt wurde einer Girard-Trennung unterworfen und sodann der keto- 
nische Anteil an einer Aluminiumoxydsiule unter Verwendung des 
Prinzips der Gradienten-Elution chromatographiert. Dadurch lieB sich 
eine Auftrennung in 8 Chargen erreichen. Die einzelnen Chargen ent- 
hielten jeweils noch 2 bis 4 Substanzen. Die weitere Isolierung und Reini- 


1 F.G. Péron u. R. I. Dorfman, Endocrinology 62, 1 [1958]. 
2 W. Staib, W. Teller u. W. Schmidt, Experientia [Basel] 15, 188 [1959}. 
3 R. V. Brooks, B. E. Clayton u. J. E. Hammant, J. Endocrinology 20, 
24 [1960]. 
* R. V. Brooks, Biochem. J. 79, 33P [1961]. 
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gung der einzelnen Steroide gelang durch 2- bis 3malige Papierchromato- 
graphie mit den Systemen Bush B A und B 1 sowie durch eine noch- 
malige Gradientenchromatographie iiber Aluminiumoxyd bzw. durch 
Kristallisation. 

Bei Charge 3 konnten auf diese Weise 4 mg einer kristallinen Sub- 
stanz erhalten werden. Auf Grund des Ry-Wertes, des Schmelzpunktes 
und des Infrarotspektrums war die Substanz mit 5f-Androstantrion- 
(3.11.17) (I) identisch. I ist auch bei der Ratte Hauptbestandteil der 
17-Ketosteroide®, wihrend es im normalen Stoffwechsel des Menschen 
bisher nicht beobachtet wurde. 

Aus Charge 4 konnten zwei weitere Zimmermann-positive Sub- 
stanzen durch praparative Papierchromatographie isoliert werden. Die 
Ry-Werte der beiden Substanzen lagen im System B1 bei 0,52 baw. 0,64 
und stimmten mit denen von 5«-Androstanol-(3f)-dion- (11.17) (IT) 
und 5«-Androstanol-(11f)-dion-(3.17) (III) tiberein. Aus Aceton- 
Hexan wurden 2,5 mg feine Nadeln von II erhalten. Das Infrarot- 
spektrum war mit einem Vergleichsspektrum identisch. Von III wurde 
1 mg in Form verzweigter Nadeln erhalten. Das Infrarotspektrum ent- 
sprach den veréffentlichten Daten von III*. Bei der Mikrooxydation 
mit CrO, wurde 5«-Androstantrion-(3.11.17) erhalten. 
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Die weitere chromatographische Auftrennung von Charge 7 lieferte 
3mg 5«-Androstandiol-(38.11f)-on-(17) (IV). Die Identifizierung 
erfolgte wiederum durch Vergleich mit einem Standard im Hinblick auf 
das. papierchromatographische Verhalten, Misch-Schmelzpunkt und 
Infrarotspektrum. Ferner wurde das 3-Monoacetat gebildet. 

In dem gleichen Zusammenhang ist die Isolierung eines weiteren 
17-Ketosteroids von Interesse, das nach vorangehender Hydrolyse bei 
pH 1 und anschlieBend mit 4n Saiure bei Raumtemperatur als Charge 3 
erschien. Die Substanz hat im System BA auf Schleicher & Schiill- 
Papier 2040bM einen Ry-Wert von 0,31, der zwischen dem von A®- 
Androstenol-(38)-on-(17) (Ry 0,28) und 5«-Androstanol-(3f)-on-(17) 

5 K. Schubert u. K. Wehrberger, Naturwissenschaften 47, 397 [1960]. 


6 G. Roberts, B.S. Gallagher u. R. N. Jones, Infrared Absorption Spectra 
of Steroids, Vol. II, Interscience Publ., New York—London 1958. 
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(Ry 0,34) liegt. Das Infrarotspektrum wies eine trisubstituierte Doppel- 
bindung in 4®2)-Stellung aus. Es lag daher nahe, an 4%).5«-Andro- 
stenol-(38)-on-(17) (V) als Dehydratisierungsprodukt von IV zu 
denken. Wir stellten V aus dem 3-Acetat von IV durch Einwirkung von 
Phosphoroxychlorid her. Die isolierte Substanz war mit synthetisiertem 
V auf Grund des Infrarotspektrums identisch. Zur weiteren Charakteri- 
sierung wurde das Acetat hergestellt. Nach mehrfachem Umkristalli- 
sieren aus Chloroform/Hexan wurden aus dem pH-1-Anteil 1,5 mg und 
aus dem 4n-Anteil 11 mg V erhalten. 
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Da der Meerschweinchenharn, bedingt durch die Art der Gewinnung, 
Bakterien, z. B. Mikrokokken und grampositive Sporenbildner, sowie 
Glucuronidase in Konzentrationen von 80 bis 200 E/m/ enthielt, ergab 
sich die Frage, ob gewisse Steroide auf eine mikrobielle Umwandlung 
im Harn zuriickzufiihren sind. Es wurde bei mit Ather narkotisierten 
weiblichen Meerschweinchen unter weitgehend sterilen Bedingungen 
mit Katheter Harn entnommen. Insgesamt wurden 225 ml Harn ge- 
sammelt. Damit wurde (wie aus Tab. 1 ersichtlich) eine fraktionierte 
Hydrolyse’ durchgefiihrt. e 


Die einzelnen Extrakte wurden nach Girard getrennt. Die ver- 
einigten ketonischen Anteile wurden, wie bereits beschrieben, an einer 
Aluminiumoxydsaule chromatographiert und die einzelnen Chargen 
papierchromatographisch identifiziert. In Tab.1 ist die prozentuale 
Verteilung der 17-Ketosteroide nach Girard-Trennung in den einzelnen 
Konjugat-Anteilen bei der Aufarbeitung der grofen Harnmenge (7 1) 
und des Katheterharns gegeniibergestellt. Auffalligerweise traten bei 
steriler Arbeitsweise die freien Steroide stark zuriick und die Glucuronide 
waren wie beim Menschen das Hauptkonjugat. 


Die weitere Auftrennung brachte qualitativ im wesentlichen eine 
Bestatigung der neuen und auch der bekannten 17-Ketosteroide beim 
Meerschweinchen. Die in den einzelnen Konjugatgruppen des Normal- 
harns gefundenen 17-Ketosteroide sind in Tab. 2 zusammengefaBt. 


7 K. Schubert u. K. Wehrberger, Naturwissenschaften 47, 281 [1960]. 
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Tab. 1. Prozentuale Verteilung der 17-Ketosteroide nach Girard-Trennung in den 
einzelnen Extrakten bei Normal- und Katheterharn. Angaben in Prozent. 








Konjugate Hydrolyse bei | groBe Harnmenge Katheterharn 
freie Steroide .. . pH7 36 19 
Glucuronide. . . . pH5 11 56 
OIRUO fis ets pH 1 21 i 
unbek. Konjugate . mit 4n Séure 32 8 











Tab. 2. Nachgewiesene 17-Ketosteroide in den einzelnen Extraktgruppen bei weib- 
lichen Meerschweinchen. 





| pH7 | pPH5 | pH1 | 4n 





5f-Androstantrion-(3.11.17) (I)... ...... 
5x-Androstanol-(38)-dion-(11.17) (II) ...... 
5x-Androstandiol-(38.11f)-on-(17) (IV). ..... 
5f-Androstanol-(3x)-dion-(11.17) ........ 
5«x-Androstanol-(3«)-dion-(11.17) ........ 
5x-Androstandiol-(3a.118)-on-(17). ....... 
5x-Androstanol-(11f)-dion-(3.17) (III) ...... 
A9(11).5%-Androstenol-(38)-on-(17)(V) ...... 
5p-Androstandiol-(3«.11f)-on-(17). ....... 
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Aus Katheterharn konnten wir noch ein O 
weiteres Steroid, das 44-Androstenol-(11{)- HO hs | 
dion-(3.17) (VI) isolieren, das aber nicht im ee al 
Normalharn nachzuweisen war. Wir neigen zu pore 
der Ansicht, daB das Auftreten von VI mit der if | 
besonderen Stress-Situation bei der Katheteri- 
sierung im Zusammenhang steht. Im Rattenharn 07 Y Vv 
ist VI in relativ groBer Menge anzutreffen®. VI 


Im ganzen gesehen treten mengenmabig beim weiblichen Meer- 
schweinchen die 38-Hydroxy-Derivate der 5x-Androstan-Reihe mit einer 
Sauerstoff-Funktion in 11-Stellung als Hauptanteil hervor; an zweiter 
Stelle kommen die 3a-Hydroxy-Derivate der 5f-Androstan-Reihe. 


Die Angaben von Brooks beziiglich II und IV‘ kénnen wir be- 
statigen. 

Beim Menschen sind im Gegensatz hierzu 11-oxygenierte 17-Keto- 
steroide vom 3f-Hydroxy-Typ eine Seltenheit. Uber das Vorkommen 
von II ist bisher nichts bekannt. IV wurde von Gallagher beim Men- 
schen nur in geringer Menge nachgewiesen, doch steigt die Ausscheidung 
nach Applikation hoher Cortisoldosen an’®. 


8 K. Schubert u. K. Wehrberger, diese Z. 321, 71 [1960]. 
® A.D.Kemp, A.Kappas, I.I.Salamon, F.Herling u. T. F. Gal- 
lagher, J. biol. Chemistry 210, 123 [1954]. 
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Nach Applikation von Testosteron und Androsteron an mannliche 
Meerschweinchen kommt Dorfman!"® zu der Feststellung, daB bei dieser 
Tierart ein 38-Hydroxy-Steroid, das 5«-Androstanol-(38)-on-(17), bevor- 
zugt gebildet wird. Im Normalharn von weiblichen Meerschweinchen 
konnten wir auBer dem Artefakt V bisher kein 17-Ketosteroid ohne 
Sauerstoff-Funktion in 11-Stellung nachweisen. 


Herrn Prof. Dr. W. Klyne (Medical Research Council, London) sind wir fiir 
die Uberlassung von 5a-Androstanol-(3/)-dion-(11.17) und 5a«-Androstandiol- 
(3p.11p)-on-(17) sehr zu Dank verbunden. 

Ferner danken wir Herrn G. Rasche fiir die Durchfiihrung der Katheteri- 
sierungen und Herrn A. Henker fiir die Mitwirkung bei den chemischen Arbeiten. 


Beschreibung der Versuche 


Die Schmelzpunkte wurden auf einem Mikroheiztisch ,,Boetius ausgefiihrt. 
Zur Adsorptionschromatographie diente Aluminiumoxyd E. Merck, standardisiert 
nach Brockmann, das auf 7°, Wassergehalt eingestellt war. Fiir die Papier- 
chromatographie wurden Schleicher & Schiill-Papiere verwendet. Es wurde ab- 
steigend mit den Systemen Bush B A (Benzin (Sdp. 100—120°)/Methanol/Wasser 
100: 85:15) und Bush B1 (Benzin (Sdp. 100—120°)/Benzol/Methanol/Wasser 
5:5:7:3) auf 14cm breiten Streifen gearbeitet. Zur Aufnahme der Infrarot- 
spektren wurden die nach der Papierchromatographie anfallenden Substanzen 
durch Gradienten-Elutions-Chromatographie gereinigt. Die Spektren wurden, wenn 
nicht anders angegeben, als KBr-PreBlinge mit einem Zeiss- UR-10-Spektral- 
photometer nach der Mikrotechnik™ gemessen. 


Von 10 weiblichen Meerschweinchen wurden 7/ Harn gesammelt. Der tag. 
anfallende Harn wurde mit Choroform versetzt und bei —20° aufbewahrt. Die 
Tiere erbielten wahrend der Sammelperiode als Futter Mais, Heu, Riiben und Apfel. 
Nahere Angaben iiber die fraktionierte Hydrolyse und Harnextraktion kénnen 
einer friiheren Arbeit’? entnommen werden. 

Zur Untersuchung gelangten zuerst die ohne vorherige Hydrolyse bei pH 7 
extrahierten neutralen Steroide. Nach dem Waschen mit 1m KOH und Wasser 
wurden die Steroidketone nach Girard abgetrennt und einer Gradienten-Elutions- 
Chromatographie an Al,O, zugefiihrt. Es wurde mit Benzol/Athanol bei einem 
Gradienten von 0—1,33°;, Athanol und einer Auftrennung in 76 Fraktionen zu je 
10 m/l eluiert. Die einzelnen Fraktionen wurden nach Holtorff-Koch ausge- 
wertet. 

5$-Androstantrion-(3.11.17) (I): Die stark Zimmermann-positiven Frakt. 
12—28 wurden vereinigt und auf 3 Blatt Papier Nr. 2317 im System B A chromato- 
graphiert. Die bei 3—12 cm erscheinende 17-Ketosteroid-Zone wurde mit Methanol 
eluiert und an 4 Blatt Nr. 2317 sowie anschlieBend an 2 Blatt Nr. 2043bM im 
System B 1 laufen gelassen. Die Ry-Werte in den Systemen BA und B1 auf 
Nr. 2040bM entsprachen dem eines mitlaufenden 5f-Androstantrion-(3.11.17)- 
Standards (0,22 bzw. 0,81). Nach 4maliger Umkristallisation aus verdiinntem 
Methanol bzw. Ather wurden 5 mg feine Nadeln erhalten. Schmp. 133—135°. Das 
Infrarotspektrum war in allen Einzelheiten mit 5/-Androstantrion-(3.11.17) 
identisch. 

5x-Androstanol-(3f)-dion-(11.17) (II): Durch papierchromatographische 
Vorversuche im System B 1 wurde festgestellt, daB die 29.—38. Fraktion der Gra- 
dientenchromatographie zwei Zimmermann-positive Substanzen enthielt. Zur Iso- 
lierung wurden die vereinigten Fraktionen an 3 Blatt Nr. 2317 im System BA 


10 R. I. Dorfman u. R. A. Shipley, Androgens, 8.70, John Wiley & Sons, 
Inc., New York 1956. 
11K. Wehrberger u. K. Schubert, Pharmazie 16, 249 [1961]. 
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chromatographiert. Die bei 0O—6 cm liegenden 17-Ketosteroide wurden an 4 Blatt 
Nr. 2043 bM im System B 1 in zwei bei 19—22 cm bzw. bei 27—30 cm erscheinende 
Zonen aufgetrennt, von der die erste auf Grund des Ry-Wertes von 0,52 5x-Andro- 
stanol-(3f)-dion-(11.17) entsprach. Nach 3maliger Umkristallisation aus Aceton/ 
Hexan wurden 2,5 mg feine Nadeln mit einem Schmp. von 165—168° erhalten. Der 
Misch-Schmelzpunkt mit einer authent. Probe gab keine Depression. Die Infrarot- 
spektren waren identisch. 

5a-Androstanol-(11)-dion- (3.17) (III): Die im System B 1 zwischen 27 
und 30 cm anfallende Zone zeigte das gleiche Verhalten wie 5x%-Androstanol-(11/)- 
dion-(3.17). Aus Chloroform/Hexan wurde 1 mg erhalten. Der Ry-Wert im System 
B1 auf 2040bM betrug 0,64. Das Infrarotspektrum in CS,- bzw. CHCl,-Lésung 
entsprach in allen Einzelheiten den Literaturangaben®: 


Banden bei 3620 cm~? (2,76 u) Hydroxylgruppe 
1747 cm~! (5,72 uw) 17-Ketogruppe 
1710 cm—! (5,85 u) 3-Ketogruppe 
1407 cm~? (7,09 ~) 16-Methylen der 17-Ketogruppe 


Die Mikro-Chromsaureoxydation auf Papier’? fiihrte zur Bildung von 5a- 
Androstantrion-(3.11.17), das im System Bush B A auf Papier 2040bM einen F r- 
Wert von 0,24 aufwies. Zur weiteren Identifizierung wurden 300 y IIT mit Chrom- 
siure oxydiert. Das Infrarotspektrum des Oxydationsproduktes war mit aus /!- 
Androstentrion-(3.11.17) durch katalytische Hydrierung erhaltenem 5«-Androstan- 
trion-(3.11.17) identisch. 

5a-Androstandiol-(3f.11/)-on-(17) (IV): Aus der 62.—73. Fraktion der 
Gradientenchromatographie wurde nach Chromatographie auf 4 Blatt Nr. 2043bM 
im System B 1 ein 17-Ketosteroid erhalten, das nach Umkristallisation aus Chloro- 
form/Hexan 3 mg Prismen mit dem Schmp. 235,5—236,5° ergab. Der Misch- 
Schmelzpunkt mit authent. 5a«-Androstandiol-(3f.11f)-on-(17) war nicht  er- 
niedrigt. Nach Papierchromatographie auf 2040bM im System B 1 wurde ein Rry- 
Wert von 0,33 erhalten. Das Infrarotspektrum war mit 5x-Androstandiol-(38.11£)- 
on-(17) identisch. Das mit Acetanhydrid und Pyridin bei Zimmertemperatur her- 
gestellte 3-Monoacetat stimmte hinsichtlich Schmelzpunkt und Infrarotspektrum 
mit den angegebenen Literaturwerten®: } iiberein. 

A%11).54-Androstenol-(3f)-on-(17) (V): In dem durch Hydrolyse bei 
pH 1 und 4n Saure aufgetrennten Harn konnten nach Girard-Trennung und 
Gradientenchromatographie in den Fraktionen 20—37 groBe Mengen Zimmer- 
mann-positives Material gefunden werden. Nach praparativer Auftrennung an 
2317-Papier im System B A wurden aus beiden Konjugatanteilen insgesamt 17 mg 
Substanz mit einem Ry-Wert von 0,31 (System B A, Papier Nr. 2040bM) erhalten. 
Nach mehrfacher Umkristallisation resultierten 12,5 mg Kristalle mit einem Schmp. 
von 169—171° (Sublimation ab 150°). Zum Vergleich wurde obige Substanz aus 
2mg 5x-Androstandiol-(38.11f)-on-(17) durch Dehydratisierung des 3-Mono- 
acetates mit Phosphoroxychlorid und Pyridin™ hergestellt. Das Infrarotspektrum 
der isolierten Substanz stimmte mit dem des synthet. Produkts in allen Einzelheiten 
iiberein. 

Untersuchung des Katheterharns: Nach Alkoholdesinfektion des Harn- 
réhrenbereichs wurden die weiblichen Meerschweinchen im Atherrausch fixiert 
und ein Uretheren-Katheter Nr. 7 in die Blase eingefiihrt. Das Ende des Katheters 
wurde zum Auffangen des Harns mit einem Operationsfingerling abgebunden. 
Die Katheter und Fingerlinge wurden vor der Verwendung 24 Stdn. in Iproz. Sub- 
limatlésung desinfiziert und anschlieBend 24 Stdn. in sterilem Wasser gewassert. 





122 Th. Rahandraha u. A. R. Ratsimamanga, Bull. Soc. Chim. biol. 38, 
897 [1956]. 

13 W. Klyne u. Sh. Ridley, J. chem. Soc. [London] 1956, 4825. 

14H. Reich u. A. Lardon, Helv. chim. Acta 30, 329 [1947]. 
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Die Harnabnahme erfolgte wahrend 5—6 Stunden. 1—2 Stdn. vor dem Versuc!, 
erhielten die Tiere ein Futter von Runkelriiben und Méhren. 225 m/l Harn wurden 
fraktioniert hydrolysiert und wie iiblich aufgearbeitet. Die nach durchgefiihrter 
Gradientenchromatographie anfallenden Fraktionen wurden sowohl nach: Hol- 
torff-Koch als auch spektralphotometrisch im Bereich von 225—260 my aus- 
gewertet. Die Identifizierung erfolgte papierchromatographisch mit den bereits 
beschriebenen Systemen. Mit Ausnahme von 5a-Androstanol-(11)-dion-(3.17) 
konnten die in Tab. 3 aufgefiihrten Steroide im Katheterharn nachgewiesen werden. 


AM‘. Androstenol-(11f)-dion-(3.17) (VI): Aus dem pH 7-Extrakt konnte 
nach Gradientenchromatographie in der 38.—48. Fraktion ein UV-positives 17-Keto- 
steroid nachgewiesen werden. Die Substanz hatte im System B 1 den gleichen Ry- 
Wert (0,54) wie 4*-Androstenol-(11f)-dion-(3.17) und gab die fiir ein A*-3-Keton- 
system charakteristische NaOH-Fluoreszenzreaktion. Das UV-Absorptionsmaxi- 
mum in Athanol lag bei 239—240 mu. 


Bd. 326 (1961) 


Zusammenfassung 


Aus dem Harn von weiblichen Meerschweinchen konnten folgende 
Steroide isoliert werden: 5f-Androstantrion-(3.11.17); 5«-Androstanol- 
(38)-dion-(11.17), 5e«-Androstanol-(11f)-dion-(3.17), 5«-Androstandiol- 
(38.118)-on-(17), 4%")-5x-Androstenol-(3f)-on-(17) und 44-Androstenol- 
(118)-dion-(3.17). 


Summary 


The following steroids could be isolated from the urine of female 
guinea pigs: 58-Androstane-3,11,17-trione, 5x-androstane-3f-ol-11,17- 
dione, 5x-androstane-11f-ol-3,17-dione, 5a-androstane-38,11f-diol-17- 
one, 5x-androst-9(11)-en-3f-ol-17-one and androst-4-en-11-ol-3,17-dione. 


Prof. Dr. K. Schubert, Institut fiir Mikrobiologie und experimentelle Therapie, 
Jena, Beuthenbergstr. 11. 
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Aufnahme und Verteilung von Vanadin bei der Tunicate 
Ciona intestinalis L. 


Von 
Hans-Joachim Bielig, Karl Pfleger, Walter Rummel und Ernst Seifen 


Aus dem Max-Planck-Institut fiir Medizinische Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, und dew 
Pharmakologischen Institut der Universitit des Saarlandes, Homburg/Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 21. August 1961) 


Ciona intestinalis gehort zu den Tunicaten, die Vanadin enthalten!-. 
Bei der Tunicate Phallusia mamillata, die den héchsten V-Gehalt im 
Tierreich aufweist, finden sich mehr als 90% des Metalls im Blut*. Dort 
ist das Vanadin in besonderen Zellen, den Vanadocyten, angereichert?. 
Vanadocyten sollen nach Webb? bei Ciona intestinalis nicht vorhanden 
sein. Untersuchungen tiber das Vorkommen von Vanadin im Ciona-Blut 
fehlen aber bisher. Die kolorimetrische Vanadin-Bestimmung in den 
Organen von zwei Cionen hat ergeben, daB der Magen-Darm-Trakt etwa 
?/, des gesamten Vanadins der Tiere enthalt®. AuBerdem haben Gold- 
berg et al.3 aus der Abnahme an Vanadat-[**V], das den Tieren mit dem 
Seewasser angeboten wurde, die V-Aufnahme indirekt nachgewiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wurden bei Ciona intestinalis L. unter- 
sucht: 1. das Vorkommen von Vanadin in Blut und Organen, 2. die 
V-Aufnahme in Abhangigkeit vom Vanadin-Angebot, 3. die Spezifitat 
der Aufnahme, 4. die Verteilung und zeitliche Verschiebung des auf- 
genommenen Vanadins in Blut und Organen. 


Material und Methoden 


Tiermaterial: Die Tunicate Ciona intestinalis L. stammte aus dem Golf von 
Neapel. Die festgewachsenen Tiere waren durchschnittlich 15 cm lang. Sie hielten 
sich in Aquarien mit durchstrémendem, gefiltertem Seewasser mehr als 10 Tage bei 
etwa 25°. 

Praparate und MeBanordnung: Vanadin-[#*V] wurde aus Titan im 
Cyclotron hergestellt und in Natriumvanadat-[4*V ] iibergefiihrt®. Die Stammlésung 
enthielt je ml: 3 - 105 Imp./Min., 9 ug V und 28,5 mg NaCl. Eisen-[5*Fe] lag vor 


1 M. Henze, diese Z. 86, 340 [1913]; J. Cantacuzene u. A. Tchekirian, 
C. R. hebd. Séances Acad. Sci. 195, 846 [1932]; A. P. Vinogradov, C. R. [Dok- 
lady] Acad. Sci. URSS 8, 454 [1934]; I. Noddack u. W. Noddack, Ark. Zool. 
32, Nr. 4 [1940]; D. Bertrand, Bull. Soc. Chim. biol. 25, 39 [1943]. 

2 D. A. Webb, J. exp. Biology 16, 499 [1939]. 

3 E. D. Goldberg, W. McBlair u. K. M. Taylor, Biol. Bull. 101, 84 [1951]. 

4 H. Baltscheffsky u. M. Baltscheffsky, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 24, 
447 [1953]. 

5 H.-J. Bielig, E. Jost. K. Pfleger, W. Rummel u. E. Seifen, diese Z. 
825, 122 [1961]. 
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als FeCl, in 0,1n HCl (6,1 - 10° Imp./Min. und 100 wg Fe/ml), Chrom-[®Cr] als 
Na,CrO, in isotonischer NaCl-Lésung (4,9- 10’ Imp./Min. und 25,5 ug Cr/mi). 

Die y-Aktivitaét der unveraschten Proben wurde mittels Szintillationszahlers 
(NaJ(T1|-Bohrloch-Kristall) gemessen (MeBréhrchen von 2,5 m/l). Von den erhal- 
tenen Impulsraten wurde der Nullwert abgezogen. Der Aktivitatsabfall wurde 
beriicksichtigt. 

Aufnahme von Vanadat-|[#*V] aus Seewasser: Je zwei Tiere (8 +1 ¢ 
Frischgewicht) wurden in 400 ml Seewasser von 24° gesetzt. Diesem waren zuvor 
zugegeben worden: Vanadat-[4*V] (6-104 Imp./Min., entspr. 1,8 ug V) und 38, 
118, 358 bzw. 1198 wg inaktives V als NaVO,-4H,O. Nach 6 Stdn. wurde die 
Aktivitaét der Tiere gemessen. 

Verteilung markierter Metalle auf Blut und Organe: 3 Gruppen von 
je 3 Tieren etwa gleicher GréBe wurden in je 2 / Seewasser von 18° gesetzt. Diesem 
war zuvor Vanadat-[48V] (9 ug V mit 3-105 Imp./Min.) bzw. Natriumchromat- 
[Cr] (0,6 ug Cr mit 1,2 - 10° Imp./Min.) bzw. Eisen(IIT)-chlorid-[5*Fe] (20 ug Fe 
mit 1,2 - 10° Imp./Min.) zugegeben worden. Nach 6 Stdn. entnahm man die Tiere 
jeder Gruppe, befreite sie von darin enthaltenem Seewasser und spiilte sie mit 
flieBendem, frischem Seewasser ab. Das Blut (etwa 1 m//Tier) wurde nach An- 
stechen des Herzschlauches aus der Pericardhéhle so vollstandig wie méglich ent- 
nommen. Die Aktivitat des Blutes und der daraus abzentrifugierten Zellen 
(2500 U./Min., 3 Min.) wurde gemessen. Nach der Entblutung wurden die Tiere 
von der Ansatzstelle zur Ingestionséffnung hin aufgeschnitten und ausgebreitet 
festgesteckt. Die Organe (Gonaden, Gastrointestinaltrakt, Branchialsack + Mantel) 
wurden herausprapariert, das innere (schleimige) Tunica-Gewebe wurde stumpf 
von der auBeren (lederartigen) Tunica abgetrennt. Zum Vergleich wurde der 
Darminhalt in einigen Fallen mechanisch entfernt. Nach Abtupfen der isolierten 
Organteile mit Filtrierpapier wurde deren Frischgewicht ermittelt und deren 
Aktivitat gemessen. 

Abgabe aufgenommenen Vanadins-|[‘*V]: 2 Gruppen von je 9 Tieren 
(mittleres Gewicht 10 + 2 g) wurden in je 2/ Seewasser gesetzt, dem Vanadat- 
[48V] (27 ug V mit 9 - 105 Imp./Min.) zugegeben war. Nach 6 Stdn. bei 18° wurden 
aus jeder Gruppe 3 Tiere entnommen, auf Blut und Organe aufgearbeitet (s. oben), 
sowie deren Aktivitaét gemessen. 

Weitere 3 Tiere jeder Gruppe befreite man durch Abspiilen von anhaftender 
Aktivitaét und setzte sie dann in flieBendes, nichtmarkiertes Seewasser um. Aus 
ihnen wurden nach 10—15 Tagen wie zuvor Blut und Organe isoliert und gemessen, 

Emissionsspektrographische Bestimmungen: AuBer den Blutbestand- 
teilen und den Organen wurden die Zellen, die das GefaBsystem des Branchial- 
netzes fiillen, wie folgt isoliert: Das Branchialnetz aufgeschnittener, festgesteckter 
Tiere wurde vom Oesophagus her in Stiicken (etwa 1 cm?) abgetragen. So gewonnene 
Teile der Netze von 10 Tieren zerzupfte man in 7 mi eiskalter, 3proz. NaCl-Lésung. 
Die darin enthaltenen Zellen wurden danach durch lebhaftes Riihren (1 Min.) aus- 
geschwemmt und mittels eines Nylon-Netzes (Damenstrumpf) vom iibrigen Gewebe 
getrennt. 5 m/l des Filtrates wurden zentrifugiert. Das Sediment wurde bei 105° 
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet und im Exsikkator (CaCl,) aufbewahrt. Ent- 
sprechend ermittelte man das Trockengewicht der Blutbestandteile und der Organe. 

12—162 mg Trockensubstanz (je nach Organ) veraschte man in Pyrex-Rea- 
genzglisern mit 2 ml konz. Salpetersiure (Infrarotbrenner). Die trockenen Riick- 
stinde wurden in 1 ml In HCl gelist. Zu je 0,2 mi dieser Lésung gab man 0,2 ml 
Kobalt-Standardlésung (33 mg CoCl,-6H,O und 10g NaCl in 100 ml waBriger 
Lésung). Je 0,025 ml des Gemisches wurden auf die obere und die untere plan ab- 
gedrehte, V-, Fe- und Cu-freie Graphitelektrode (6,3 mm @, Type RW I, Rings- 
dorff-Werke, Bad Godesberg-Mehlem) aufgetragen und eingetrocknet. Der Elek- 
trodenabstand betrug 2,5 mm. Das Anregungsgerat (Modell FeS, Prazisions-Me8- 
gerite RSV, Hechendorf/Pilsensee) arbeitete mit Wechselstrom-AbreiBbogen (8 A, 
60 Sek.) und einer Brenndauer bzw. Brennpause von je 0,04 Sek. Zur Aufzeichnung 
diente ein Quarzspektrograph (Gerait M 110, Firma Fuess, Berlin), der bei offener 
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Blende auf eine Spaltbreite von 16 uw eingestellt war. Benutzt wurde ein 3-Stufen- 
filter. Die Spektralplatte (Perutz, blau Nr.450) wurde unter Standardbedingungen 
mit Metol-Hydrochinon entwickelt. Ausgewertet wurde mittels eines Schnell- 
photometers (Jenoptik, Jena) nach dem Rechenverfahren von Kaiser®, wozu als 
Srsngilinde 3044,00 A (Cobalt) und fiir die einzelnen Elemente folgende Linien 
herangezogen wurden: 3183,98 (Vanadin), 3020,64 (Eisen), 3247,54 A (Kupfer). 


Ergebnisse 


Bestimmung von Vanadin in Blutzellen und Organen 

In den Blutzellen haben wir Vanadin emissionsspektrographisch 
nachgewiesen und quantitativ bestimmt. Hierzu waren insgesamt 201 ml 
Blut aus 200 Tieren gesammelt worden. Die Proben (Tab. 1) stammten 
aus zwei verschiedenen Jahren und von Tieren unterschiedlichen Stand- 
ortes. Die trockenen Blutzellen, deren Menge etwa 0,3 mg/m/ Blut 
betragt, enthalten 1,2—1,8 ug V/mg, d.h. im Mittel 0,44 vg/m/ Blut. 
Dabei ist beriicksichtigt, daB die Trockenzellen noch etwa 25%, Salze 
aufweisen, berechnet als NaCl aus dem flammenphotometrisch bestimmten 
Na-Gehalt. Im Blutplasma, dessen Trockensubstanz (40 mg/m/) gr6Bten- 
teils aus NaCl besteht, liegt die V-Menge unterhalb der Grenze der Be- 
stimmbarkeit. Dagegen findet man darin noch 4,8 ug Fe und durch- 
schnittlich 0,5 ug Cu/m/. Der Eisengehalt der Blutzellen betragt etwa 
die Halfte, der Cu-Gehalt etwa 1/, von deren V-Gehalt. 


Tab. 1. Metallgehalt in Blutbestandteilen und in Zellen aus Branchialnetz (emis- 
sionsspektrographisch bestimmt). An den Zellen haftendes NaCl wurde vom 
Trockengewicht abgezogen. 

















‘ mg Trockensubstanz ug/mg Trockensubstanz 
Material , 
je m/ Blut | analysiert V | Fe Cu 
SUMUDIORMA 26.5 » « » op 40 15,5 +t 0,06 0,01 
Blutzellen 

cv i aera 0,42 23,4 1,85 0,80 0,20 
ere? ee 0,28 1,9 1,35 0,93 — 
Prove 3S" = :. 0,38 a7 1,18 0,41 — 
aus Branchialnetz isoliert — 1,9 0,91 1,28 — 





* Mischblut von 170 Tieren. 
** Mischblut von 15 Tieren. 
*** Unterhalb der Grenze der Bestimmbarkeit. 


Die Organe der entbluteten und vom Darminhalt weitgehend be- 
freiten Tiere enthalten insgesamt mit 0,32 ug V/mg Trockensubstanz 
nur etwa !/; des V-Gehaltes der entsprechenden Menge trockener Blut- 
zellen (Tab. 2). 80° des Vanadins der Organe entfallen auf Gastroin- 
testinaltrakt und Branchialsack (einschlieBlich Mantel). Der Branchial- 
sack besteht aus einem feinen, von GefaBen durchzogenen Netz; die 
6 M. Honerjager-Sohn u. H. Kaiser, Spektrochim. Acta [Berlin] 2 
396 [1944]. 
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GefaiBe sind dicht mit Blutzellen angefiillt. Diese von uns isolierten 
Zellen weisen auch nahezu denselben V- und Fe-Gehalt wie die im Blut 
kreisenden Zellen auf (Tab. 1). Dem entspricht, daB der Branchialsack 


nicht nur einen hohen V-, sondern auch einen hohen Fe-Gehalt hat. & 


Der Eisen-Gehalt der Blutzellen und der Organe von Ciona intestinalis 
iiberwiegt deren V-Gehalt. Die hohen Fe- und Cu-Werte des auBeren 
Tunica-Anteils sind, verglichen mit denen der iibrigen Organe, sicherlich 
Folge einer Verunreinigung. 


Tab. 2. Metall-Gehalt in Organen (emissionsspektrographisch bestimmt). Mittel- 
werte von entbluteten Tieren (n = 5, Standardabweichung angegeben). 

















Frisch- | Trocken- ug/mg Trockensubstanz 
Organ gew. gew. 

g mg V Fe Cu 

Gastrointestinaltrakt* . .| 0,3 ! 42 0,15 0,24 0,11 
+0,15 +13 +0,005 | +0,08 +0,04 

Branchialsack + Mantel . 2,2 144 0,11 0,19 0,06 
+0,6 +38 +0,03 -+-0,06 +0,01 

(eben: wok ets ote ak 0,1 12 0,05 0,16 0,02 
+0,01 +3 +0,04 -+-0,04 +0,003 

Tunica ; 

RINNMR Ties as-oos: teiwp Jo undue Bie 101 0,004 0,14 0,008 
. +1,1 +51 +0,001 | +0,05 +0,003 

SED me ae ee 2,6 162 0,006 0,8 0,13 
+0,7 +39 +0,002 | +0,3 -+-0,003 








* Der Darminhalt war mechanisch entfernt worden. 
** Siehe Methoden, 8. 250. 


Vanadin-Aufnahme, Verteilung und Abgabe 

Seewasser enthalt 0,3—3 wg V/kg in Form von Vanadat?. Zur Prii- 
fung, inwieweit die Vanadin-Aufnahme in die Tiere von der V-Kon- 
zentration in Seewasser abhéngt, wurden diesem 0—3 wg V/ml als Na- 
triumvanadat-[48V] zugesetzt. Die innerhalb von 6 Stdn. in die Tiere 
aufgenommene Menge an Vanadin zeigt die Abbildung. Die Vanadin- 
Aufnahme erfolgt nicht proportional der angebotenen V-Konzentration. 
Die Aufnahmekurve weist eine Sattigungscharakteristik auf. Beim 
15fachen Vanadin-Angebot, bezogen auf die niedrigst angebotene Kon- 
zentration im Seewasser, betragt die Ausnutzung durch | Tier in 6 Stdn. 
45% (0,6 ug V), beim 10*fachen Angebot 9° (7 wg V) und beim 10*fachen 
2,5% (20 ug V). 

Zur Priifung der Spezifitaét der Vanadin-Aufnahme haben wir das 
dem Vanadat recht ahnliche Chromat herangezogen. AuBerdem wurde 
die Aufnahme von Eisen gemessen, das die Tiere in etwa der gleichen 
GréBenordnung wie Vanadin enthalten. Die angebotenen Konzentra- 
tionen waren so gewahlt, daB sich der normale Gehalt dieser Metalle im 

7 H. Wattenberg, Z. anorg. allg. Chem. 286, 339 [1938]; M. Ishibashi, 


T. Shigematsu, Y. Nakagawa u. Y. Ishibashi, Bull. Inst. chem. Res., Kyoto 
Univ. [Kagaku Kenkyusho Hokoku] 24, 68 [1951]. 
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Vanadin-Aufnahme durch Ciona intestinalis in Abhangigkeit von der V-Kon- 
zentration des Seewassers. 
O = V-Aufnahme (yg/Tier) aus 400 ml Seewasser 
@ = V-Aufnahme in % der angebotenen Vanadin-Menge. 


Meerwasser (V: 0,3—3, Cr: 0,2—2, Fe: 2—20 ug/l Seewasser)’)* nur 
geringfiigig anderte. Tab. 3 zeigt, daB die Chromat- gegeniiber der Va- 
nadat-Aufnahme unbedeutend ist. Betrachtet man die fiir die Resorption 
in Frage kommenden Organe (Branchialsack und Gastrointestinaltrakt), 
so fallt auf, daB beide mehr Vanadin als Eisen aufgenommen haben, 
obwohl ihr Fe-Gehalt rund 40% hoher als ihr V-Gehalt ist (Tab. 1). Noch 
deutlicher wird der Unterschied im Blut: Innerhalb 6 Stdn. nehmen die 
Tiere etwa 1/; der Vanadin-, aber nur etwa 1/999 der Fe-Menge auf, die 
normalerweise im Blut vorhanden ist. Vergleicht man die auBere Ober- 


Tab. 3. Vergleich der Aufnahme von Vanadin(V), Chrom(VI) und Eisen(III) in 
Organe bzw. Blut. 
Angeboten je 1 Seewasser: Vanadat-[4°V] (4,5 ug V mit 1,5- 105 Imp./Min.); 
Chromat-[*Cr] (0,3 ug Cr mit 6 - 105 Imp./Min.); Eisen(ITI)-chlorid-[5*Fe] (10 ug 
Fe mit 6-105 Imp./Min.). Inkubationszeit 6 Stdn. bei 18°; n = 3. 























Blut bzw. Organ spe emai 
Vv Cr Fe 
UE RES ete sens Sear 9,5 0 0,3 
(9—10) (0,1—0,6) 
Branchialsack + Mantel . 37 0,1 10 
(25—48) (0,1—0,2) (6,5—13) 
Gastrointestinaltrakt* . . 48 0,005 ** 26 
(42—55) (0,04—0,06) (8—44) 
Monee soe or keri’ 4 0 1,4 
(3,7—4,1) (0,5—1,6) 
UTS ne. a ear 5 0,2 24..° 
(4,8—5,5) (0,15—0,2) (1,5—4) 
* Mechanisch vom Darminhalt befreit. 


** Der entfernte Darminhalt enthielt das 36fache an *'Cr. 


8 R. F. Richards, zit. nach G. Dietrich, Allgemeine Meereskunde, 8. 185, 
204, Verlag Gebr. Borntrager, Berlin-Nikolassee 1957. 
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fliche der Tiere mit ihrer inneren, so zeigt sich, daB die Tunica je g 
Gewebe gegeniiber Branchialsack und Gastrointestinaltrakt weniger als 
1/19 des angebotenen Vanadins enthalt. Ahnliches gilt fiir das. Eisen, 
nicht aber fiir das Chrom, das auch nicht ins Blut aufgenommen wird. 


Die prozentuale Verteilung des innerhalb von 6 Stdn. aufgenom. 
menen Vanadins-[48V] auf die Organe und das Blut der Versuchsticre 
gibt Tab. 4, a (Zeit 0) wieder. Mehr als die Halfte der aufgenommenen 
Menge entfallt auf den Branchialsack einschlieBlich Mantel, die aber nur 
1/, des Frischgewichtes der Tiere ausmachen, wovon wiederum nur 25%, 
auf das Branchialnetz kommen. Der Hauptanteil des aufgenommenen 
Vanadins ist demnach in dem diinnen Branchialnetz angehauft, wie fol- 
gende Gegeniiberstellung zeigt: 


Branchialsack + Mantel: (2,5; 1,7; 1,2) - 10‘ Imp./Min. je g 
Branchialnetz, abprapariert: (5,6; 4,2; 4,3) - 10* Imp./Min. je g 
1 


Diese Anreicherung von angebotenem V steht offenbar zum hohen 
Vanadin-Gehalt der in den GefaBen angehauften Zellen in Beziehung. 
Ihre V-Konzentration entspricht derjenigen der Blutzellen, die durch 
Herzpunktion gewonnen wurden (vgl. Tab. 1). In einem Versuch mit 
2 Tieren haben wir uns dariiber orientiert, daf sich 20—30% des nach 
6stdg. Inkubation (1,25 wg V mit 4,2 - 10* Imp./Min. je Tier) ins Bran- 
chialnetz aufgenommenen Vanadins in den Blutzellen wiederfinden, die 
sich aus dem abpraparierten Netz isolieren lassen: 





Branchialnetz 1,9-10* 2,3-104 imp./Min. je g 

Blutzellen, isoliert 33% 21% der Gesamtaktivitat des Netzes 
Plasma, isoliert 29% 20°, der Gesamtaktivitaét des Netzes 
Geweberiickstand 38% 59°, der Gesamtaktivitét des Netzes 


Die nach 6stdg. Vanadat-[4*V]-Aufnahme festgestellte Verteilung 
in den Tieren andert sich auch nach 10—15tagigem Aufenthalt in 48V- 
freiem Seewasser fast nicht (Tab. 4,b). Ausgenommen davon ist die 
Tunica, deren relativer Gehalt an Vanadin-[**V | in dieser Zeit auf nahezu 
1/, abgenommen hat. Der Vanadin-Verlust, gemessen am Abfall von 48V, 
ist nach 10—15 Tagen mit 77% (p < 0,01) in diesem Organ am héchsten. 
Gastrointestinaltrakt und Gonaden zeigen keine Abnahme. Der Abfall 
im Branchialsack und im Blut war bei der hier zugrundeliegenden Tier- 
zahl ebensowenig statistisch zu sichern, wie die geringgradige V-Abnahme 
der Tiere in 10 bis 15 Tagen. 


Die Untersuchung der Verteilung im Blut (Tab. 5) ergab, daB sich 
nach 6stdg. Inkubation mit Vanadat-[4°V] 92° des aufgenommenen 
Vanadins-[486V] im Plasma befinden. Wahrend eines nachfolgenden 
5tagigen Aufenthaltes der Tiere in nichtmarkiertem Seewasser hauft 
sich das aufgenommene Vanadin-[48V] bei gleichbleibender Gesamt- 
aktivitaét des Blutes zu 95% in den Zellen an. 
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Tab. 4. Verteilung des aufgenommenen Vanadins-[48V] auf Organe und Blut. 
a) Zeit 0: Tiere nach 6stdg. Inkubation bei 18° mit Vanadat-[**V] (10° Imp./Min. 
je Tier) in nichtmarkiertes Seewasser umgesetzt; b) Zeit 10—15 Tage: nach 10- 


bis 15tagigem Aufenthalt in nichtmarkiertem Seewasser. — Bei a) und b) ist n = 6 





mitt]. Frisch- °/, der Tier-Gesamtaktivitat 














Organ gewicht ing Ja) 5,6-104 Imp./Min.| b) 2,9- 104 Imp./Min 
a) | b) zur Zeit 0 nach 10—15 Tagen 
Branchialsack 
| Mantel . . 2,47 212 57424 61-20 
(25%) (21° ) 
Gastroin- 
testinaltrakt * 0,51 0,37 11+2,5 22+7,5 
(5%) (4°) 
Gonaden. ... 0,13 0,08 1+0,4 1,5+1,0 
(1%) (1%) 
Tunica. . . . . 6,04 6,45 26-+-7,5 10+6,8 
(59°) (64°,) 
aS ae irks We 1,01 1,00 5+2,4 5,5+2,9 
(10°) (10°) 





* Ohne Darminhalt, der bis zu 50% der 4*V-Aktivitéit des leeren Organs aufweisen kann. 


Tab. 5. Anderung der Verteilung aufgenommenen Vanadins-[4*V] im Blut inner- 
halb von 5 Tagen (Versuchsansatz wie in Tab. 4). 





48V-Aktivitat 











Zeitpunkt Gesamtblut Blutzellen 
Imp./Min. ° der Blut-Aktivitat 
Nach 6 stdg. Aufnahme von 
Wanaaat-(2°V 1... oe 3,2 - 103 (41,5 - 103) 8+1,6 
Nach 5 Tagen in nichtmarkiertem 
Beawarser Se 3,3 ° 108 (1,6 - 103) 95+46 
Diskussion 


In den Blutzellen von Ciona intestinalis konnte Vanadin nachge- 
wiesen werden, dessen Konzentration 15mal niedriger als in den Blut- 
zellen von Phallusia mamillata liegt (Tab. 6). Die von Webb? beob- 
achtete braunschwarze OsO,-Reaktion bestimmter Blutzellen von Ciona 
diirfte auf deren V-Gehalt zuriickgehen, zumal diese Blutzellen mit 
Sudanschwarz und mit Cibarot keine Fettreaktion geben. Dem Blutplasma 
als gelbe Salzform zugesetzter Methylrot-Indikator wird von den mit 
OsO, reagierenden Zellen unter Umfarbung nach Rot aufgenommen, was, 
wie bei den Vanadocyten von Phallusia (vgl. 1. c.5), auf saure Reaktion 
schlieBen 1aBt. 

Das Trockengewicht der Zellen je m/ entnommenen Blutes betragt 
bei Ciona, verglichen mit Phallusia, nur 1/,, (Tab. 6). In Zusammenhang 
damit fallt die erhebliche Zelldichte im GefiBsystem des Branchial- 
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Tab. 6. Vanadin- und Eisengehalte bei Ciona intestinalis und Phallusia mamillata, 








Metall Ciona Phallusia 
ug/g Trockengew. ohne Tunica | Blutzellen* | ohne Tunica | Blutzellen * 
Venaein i ieee aes 100 **; 94° 1500 ** ~17002 230005 
Reents. 22a Bs eae 730 ** 800 ** — 1705 








* Das durch Punktion gewonnene Blut enthilt bei Ciona 36 mg**, bei Phallusia® 460 mg 
Trockenzellen/100 ml. 
** Werte aus dieser Arbeit. 


netzes auf. Die aus dem Netz isolierten Zellen weisen denselben V-Gehalt 
wie die Blutzellen auf und unterscheiden sich auch morphologisch nicht 
von ihnen. Blut und Branchialnetz enthalten zusammen rund die Halfte 
des V-Gehaltes eines Tieres. Dieser betragt etwa 100 ug/g Trockengewicht 
und damit 4/,, desjenigen bei Phallusia (Tab. 6). 


Goldberg et al.* haben, bezogen auf gleiches Trockengewicht, bei 
Ciona im ganzen Tier (Tab. 6) und im Gastrointestinaltrakt (15—20 ug 
V/g) ebensoviel Vanadin ermittelt wie wir. Da sie fiir den Branchialsack 
den Gehalt 0 angeben, kann nur angenommen werden, daB sie den Zell- 
inhalt der BranchialgefaBe mit dem ,,rinse‘‘ verloren haben, der 21% des 
von ihnen gefundenen Gesamt-V-Gehaltes enthalt. 

Das Studium der zeitlichen Abnahme von Vanadat-[48V] im See- 
wasser bei Gegenwart von Ciona hat gezeigt*, dab die Tiere in der Lage 
sind, bis zu 80% des Angebotes innerhalb 5 Tagen aufzunehmen. Einer 
ersten, raschen Aufnahmephase, die sich iiber 2 Tage erstreckt, folgt 
eine zweite langsamere. Der EinfluB der damit verkniipften Konzen- 
trationsanderung ist von Goldberg et al.* nicht getrennt untersucht 
worden. Wir haben bei Bestimmung der in die Ciona aufgenommenen 
Menge in Abhangigkeit von der Konzentration an angebotenem Vanadat- 
[*8V | gefunden, daB keine lineare Beziehung besteht (Abb., S. 253). Bei 
niedrigem V-Angebot (0,0045 ug V/m/) ist die Ausnutzung 16mal gréBer 
als bei hohem Angebot (3 wg V/ml Seewasser). Dies spricht fiir einen 
Aufnahmemechanismus mit limitierter Kapazitat und nicht fiir eine ein- 
fache Diffusion. 

Ein Vergleich der Aufnahme von Vanadat-[{4*V] mit derjenigen des 
chemisch ahnlichen, ebenfalls gelést vorliegenden Chromats-[*Cr], die 
beide in Konzentrationen angeboten wurden, welche nicht wesentlich 
iiber der durchschnittlichen Konzentration im Seewasser lagen, zeigt, 
das der besprochene Aufnahmemechanismus fiir Vanadin spezifisch ist. 
Einer Aufnahme von 83,5 ug V steht eine solche von 0,35 ug Cr/100 g 
Tier gegentiber. Auf die Adsorption an der Tunica entfallen beim Vanadin 
etwa 5%, beim Chrom aber mehr als 50°. 

Als Ort der Vanadin-Aufnahme auf Grund einer autoradiographisch 
nachgewiesenen Anreicherung wird von Goldberg et al.* bei Ciona der 
Darm angesehen. Wir haben bei Phallusia gezeigt®, daB der Ort der 
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héchsten Anreicherung der Branchialsack ist, den Baltscheffsky* 
und Webb® als Resorptionsort diskutieren. Die Konzentration auf- 
genommenen Vanadins-[4*V] ist nach unseren Befunden bei Ciona im 
vom Mantel befreiten Branchialsack und im Gastrointestinaltrakt am 
héchsten, betragt aber im Branchialsack annaéhernd das Dreifache. Der 
Branchialsack enthalt nach 6stdg. 48V-Aufnahme mehr als die Halfte 
des von den Tieren insgesamt aufgenommenen Vanadins, der leere Gast- 
rointestinaltrakt dagegen nur 11%. Diese Verteilung andert sich wahrend 
des Beobachtungszeitraums (15 Tage) nicht mehr. Danach ist bereits 
innerhalb von 6 Stdn. ein Verteilungsgleichgewicht erreicht. Die ge- 
trennte Untersuchung der im GefaéBsystem des Branchialnetzes ent- 
haltenen Blutzellen zeigt weiterhin, daB diese bereits betrachtliche 
Mengen resorbierten Vanadins-[48V ] angehauft haben. Auch in den Blut- 
zellen des durch Punktion gewonnenen Blutes erscheint das aufgenom- 
mene Vanadin-[#8V ] in hoher Konzentration; allerdings erst nach 5 Tagen, 
und nicht schon wie im Branchialsack nach 6 Stdn. Diese Anreicherung 
geht auf Kosten des Vanadin-[48V ]-Gehaltes vom Plasma. Fiir eine Auf- 
nahme auch tiber den Darm spricht, daB sowohl nach Vanadat- wie nach 
Chromat-Angebot der Darm der Tiere hohe Konzentrationen an 4*V und 
an Cr enthalt, daB sich aber das Chrom praktisch vollstandig mit dem 
Darminhalt entfernen laBt. 


Eisengehalt und Eisenaufnahme bei Tunicaten interessieren be- 
sonders, seit Endean?® bei Pyura stolonifera in spezifischen, den Vanado- 
cyten ahnlichen Zellen zweiwertiges Fe an Stelle von Vanadin gefunden 
hat. Wir haben emissionsspektrographisch festgestellt, da’ sowohl 
Phallusia als auch Ciona Eisen neben Vanadin in ihren Blutzellen ent- 
halten (Tab. 6). Die Menge im ganzen, von der Tunica befreiten Tier 
iiberwiegt bei Ciona sogar deren V-Gehalt. Auch 3wertiges Eisen-[**Fe ], 
das im Seewasser als Oxydhydrat kolloidal gelést oder an Schwebteilchen 
adsorbiert vorliegen sollte, wird von den Cionen vom Branchialsack und 
vom Gastrointestinaltrakt konzentriert (Tab. 3). Die im Blut erschei- 
nende Konzentration ist nach 6 stdg. Angebot einer Menge, die die See- 
wasserkonzentration nicht erheblich tiberschreitet, rund 30mal geringer 
als beim Vanadin. Offenbar wird das Eisen also wesentlich langsamer 
resorbiert. 


Die Versuche wurden an der Zoologischen Station in Neapel ausgefiihrt und 
durch das Entgegenkommen von Herrn Direktor Dr. P. Dohrn sehr geférdert. 
Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, Bad Godesberg, danken wir fiir 
eine Sachbeihilfe, dem Ministerium fiir Atomenergie und Wasserwirt- 
schaft, Bonn, fiir emissionsspektrographische Gerite. An der Priaparation der 
Versuchstiere hatten Frl. E. Klinger und Herr Dr. K. Alimann besonderen 
Anteil. Die Herstellung des radioaktiven Vanadins mit dem Cyclotron des Max- 
Plank-Institutes fiir Kernphysik, Heidelberg, wurde durch das Entgegenkommen von 
Herrn Prof. Dr. U. Schmidt-Rohr erméglicht. 


® D. A. Webb, Pubbl. Staz. Zool. Napoli 28, 273 [1956]. 
10 R. Endean, Austral. J. Marine Freshwater Res. 6, 35 [1955]. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 326 17 
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Zusammenfassung 


Die Blutzellen von Ciona intestinalis L. enthalten 1,5 mg —— 
und 0,8 mg Eisen/g Trockensubstanz. 

Im ganzen Tier tiberwiegt der Fe- den V-Gehalt, was in erster Linie 
auf den Fe-Gehalt der Tunica zuriickgeht. Die V-Konzentration ist in 
Branchialsack und Gastrointestinaltrakt am héchsten. 

Die Aufnahme von 4*V nimmt nicht proportional der im Seewasser 
angebotenen Vanadat-[4*V ]-Konzentration zu. Die Ausnutzung fallt mit 
steigendem V-Angebot steil ab. 

48V wird im Branchialsack und den darin enthaltenen Blutzellen 
sowie im Gastrointestinaltrakt angereichert. Die nach 6stdg. Angebot 
erreichte “V-Verteilung tiber die Organe ist, mit Ausnahme der Tunica, 
auch nach 15 Tagen unverandert. 

Im Verlauf von 5 Tagen verschiebt sich das nach der Aufnahme 
vorhandene Verhaltnis der 4*V-Mengen zwischen Plasma und Blut- 
zellen von 82:8 nach 5:95.  ' 

Chromat-["'Cr] vermégen die Tiere nicht zu rescchieren, 59Fe%° 
wird vom Branchialsack und vom Intestinaltrakt in einer Konzentration 
angehauft, die 1/, bzw. 1/, derjenigen des 4*V betragt. Die ins Blut tiber- 
gegangene Menge ist in gleichen Zeiten 30mal geringer als beim Vanadin. 


Summary 


The blood cells of Ciona intestinalis L. contain 1.5 mg. vanadium 
and 0.8 mg. iron per g. dry substance. In the total animal the iron content 
is higher than the vanadium content, which is primarily due to the iron 
quantities of the tunic. The vanadium concentration is highest in the 
branchial sac and the gastrointestinal tract. No linear relationship exists 
between 4°V uptake and the [4*V Jvanadate concentration of the sea-water 
used for incubation: with increasing outer concentrations the utilisation 
decreases. 48V is accumulated in the branchial sac, in the blood cells 
present therein, and in the gastrointestinal tract. The 4*V-distribution 
in the organs reached after incubation for 6 hours persists for as long 
as 15 days, except in the tunic. 

The plasma blood/cells ratio of the [**V]vanadium concentrations 
measured after the incubation time shifts from 82:8 to 5:95 in the course 
of five days. 

The animals were unable to absorb [*Cr]chromate. 59Fe3° was 
stored in the branchial sac and the intestine in a concentration of re- 
spectively one third or one half of that of [*°V]vanadium. Compared 
with vanadium an amount of iron 30 times smaller entered the blood 
at the same time. 


Professor Dr. Hans-Joachim Bielig, Max-Planck-Institut fiir Medizinische 
Forschung, Institut fiir Chemie, Heidelberg, JahnstraBe 29. 


Professor Dr. Walter Rummel, Pharmakologisches Institut der Universitat 
des Saarlandes, Homburg/Saar. 
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2-Hydroxysiure-Dehydrogenase* aus Lebermitochondrien 
Von 


Giinter Schifer** und Walther Lamprecht 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule 
und der I. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1961) 


Die Oxydation von Glykolat in Abwesenheit von NAD®*** durch 
pflanzliches Material ist lange bekannt?. Zelitch und Ochoa?, sowie 
Frigerio und Harbury‘ haben eine kristallisierte Glykolat-Oxydase 
aus Spinat dargestellt. Auch eine Reihe der fiir die Dehydrierung von 
D-Lactat und Glycerat, sowie anderer 2-Hydroxyséuren verantwort- 
lichen NAD®-unabhangigen Enzyme, konnte aus Pflanzen und Bak- 
terien, vor allem aus Hefe, isoliert werden. 


In der Leber wurde die Dehydrierung von Glykolsaure unter gleich- 
zeitigem Sauerstoffverbrauch erstmals von Dohan® nachgewiesen. Eine 


* Systemat. Name!: 2-Hydroxysaure :(Acceptor)-Oxydoreduktase (1. 1. 99), 
ein Flavoprotein; Acceptor: 2.6-Dichlor-phenolindophenol, Methylenblau oder Q,. 

** Auszug aus der Dissertat. Giinter Schafer, Techn. Hochsch. Miinchen 
1961. 

*** Verwendete Abkiirzungen: NAD® u. NADH = oxydiertes bzw. redu- 
ziertes Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (bisher bekannt als DPN® = Diphospho- 
pyridinnucleotid); FMN = Flavinmononucleotid; FAD = Flavin-Adenin-Di- 
nucleotid; HDH = 2-Hydroxysiure-Dehydrogenase; LDH = Lactat-Dehydro- 
genase; GAPDH = Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase. 

1 Report of the Commission on Enzymes of the International Union of Bio- 
chemistry, I. U. B. Sympos. Series 20, Pergamon Press, Oxford 1961. 

2 C.0. Clagett, N. E. Tolbert u. R. H. Burris, J. biol. Chemistry 178, 
977 [1949]; 181, 905 [1949]; 186, 791 [1950]; R. H. Kenten u. P. J.G. Mann, 
Biochem. J. 52, 130 [1952]; K. Mothes u. A. N. Wagner, Biokhimiya [Moskau] 
22, 171 [1957]; V. Boleato, G. Leggierio u. B. Bernard, Arch. Biochem. 
Biophysics 69, 372 [1957]; V. Boleato, M. E.Scevola u. M.A. Tiselli, Ex- 
perientia [Basel] 14, 212 [1958]; A. Kornberg u. J. H. Sadler, Nature [London] 
185, 153 [1960]. 

3 T. Zelitch u. S. Ochoa, J. biol. Chemistry 201, 707 [1953]. 

4 N. A. Frigerio u. H. A. Harbury, J. biol. Chemistry 281, 135 [1958]. 

5 Y. Yamamura, M. Kusunose u. C. Kusonose, Nature [London] 170, 
207, [1952]; H. S. Moyed u. D. J. O’Kane, Bact. Proc. 1954, 96; S. J. Bach, 
M. Dixon u. L.G. Zerfas, Biochem. J. 40, 229 [1946]; C. A. Appleby u. 
R. K. Morton, Nature [London] 1738, 749 [1954]; W. B. Sutton, J. biol. Che- 
mistry 216, 749 [1955]; 226, 395 [1957]; O. Warburg, H. 8. Gewitz u. W. Volker, 
Z. Naturforsch. 12b, 722 [1957]; O. Wieland, Biochem. Z. 329, 568 [1957]; 329, 
313 [1957]; 329, 320 [1957]; E. Boeri, E. Cutolo, M. Luzzatiu. L. Tosi, Arch. 
Biochem. Biophysics 56, 487 [1955]; N. Haugaard, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 81, 66 [1959]; A. P. Nygaard, J. biol. Chemistry 286, 920 [1961]. 

6 T.S. Dohan, J. biol. Chemistry 135, 793 [1940]. 
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lésliche Glykolat-Oxydase aus Cytoplasma der Rattenleber ist von 
Kun’ ® angereichert worden. Diese Enzyme gehoéren alle zur Gruppe 
der Flavoproteine. 
Inkubiert man Mitochondrien aus Rattenleber mit Glycerat, Lactat 
oder Glykolat, so werden, wie wir fanden, die 2-Hydroxysaéuren ohne 
Beteiligung von NAD® unter gleichzeitiger Sauerstoffaufnahme zu den 
entsprechenden Oxosauren oxydiert. In der vorliegenden Arbeit wird tiber 


die Isolierung und Charakterisierung einer ,,2-Hydroxyséure-Dehydro- \ 
genase*‘ (HDH) aus Lebermitochondrien berichtet. Das Enzym enthalt E 
Flavin-Adenin-Dinucleotid; es ist nicht identisch mit der kiirzlich von P 
Tubbs® ?° in Nierenmitochondrien nachgewiesenen, flavinfreien D- ge 
Lactat-Oxydase. i 

Die Bedeutung dieses strukturgebundenen Mitochondrienenzyms 0, 
fiir die biologische Oxydation wird diskutiert, denn mit den Substrat- G 
paaren Glykolat/Glyoxylat, Glycerat/Hydroxypyruvat oder Lactat/Py- ol 
ruvat lassen sich Systeme formujieren, die analog dem von Biicher™: !° ee 


fiir die Flugmuskulatur der Wanderheuschrecke nachgewiesenen Gly- 
cerin-1-phosphat-Cyclus bei der Wasserstoffiibertragung zwischen extra- 
und intramitochondrialem Raum wirken kénnen. 


Methoden 
G 
I. Messung der Enzymaktivitat i 

Zur Messung der Enzymaktivitaét in biologischem Material bietet sich eine bi 
Reihe von Testméglichkeiten an; ihre Durchfiihrbarkeit ist jeweils von speziellen ni 
Bedingungen abhangig. 

a) Manometrischer Test: Zur Bestimmung der Enzymaktivitaét in rohen al 
Gewebsaufschliissen oder in Extrakten von Zellpartikeln eignet sich die mano- L 
metrische Messung der Sauerstoffaufnahme, z. B. bei Inkubation des Enzyms in A 
Phosphatpuffer mit Glykolat (0,01m) als Substrat. Zur Hemmung von Neben- R 
reaktionen muB der Reaktionsansatz Fluorid (100 Mol), Malonat oder Fluor- di 
acetat (60 uMol), in besonderen Fallen auch Cyanid (5 ~Mol) enthalten. Um ver- N 


gleichbare Bedingungen zu erhalten, mu8 dabei ein Zusatz reoxydabler Elektronen- 
acceptoren, wie z. B. Pyocyanin oder Methylenblau, unterbleiben. Wie gezeigt 
wird, ist die Umsatzrate des Enzyms in gewissem Umfang von der Gegenwart D 
spezifischer Elektronenacceptoren abhangig. Da solche Acceptoren, wie auch endo- 2 
gene (stdérende) Substrate in frischen Aufschliissen immer enthalten sind, ist es 


nétig, zur Testung diese Verbindungen durch Dialyse zu entfernen. Die Sauer- FE 
stoffaufnahme ist dann bei der manometrischen Messung der Enzymprotein- 
Konzentration proportional. a 


Die manometrische Bestimmung wird in Warburg-GefaBen durchgefiihrt. 
Man kippt nach 10 Min. Vorinkubation bei 38° und miBt gegen einen Blindwert, 
der kein Substrat enthalt. Abb. 1 zeigt ein Beispiel des Tests. 


7 E. Kun, J. biol. Chemistry 194, 603 [1952]. 

8 E. Kun, A. Dechory u. M.K. Pilot, J. biol. Chemistry 210, 269 [1954]. 

® P.K. Tubbs u. G. B. Greville, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
$4, 290 [1959]. } 

10 P. K. Tubbs, Biochem. J. 76, 48 P [1960]. c 

11 Th. Biicher u. M. Klingenberg, Angew. Chem. 70, 552 [1958]. 

12 M. Klingenberg u. Th. Biicher, Annu. Rev. Biochem. 29, 669 [1960]; 
Biochem. Z. 384, 1 [1961]. 
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Abb. 1. Manometrische Bestimmung der 
Enzymaktivitét. Ansatz: 2,0 ml 0,02m 
Phosphatpuffer, pH 7,5 (enthalt die an- 
gegebenen Mengen an F°, CN®, Malonat 
und Fluoracetat) ; 0,5 ml 0,06m Glykolat- 
lésung im Seitentrog ; 0,3m/ Enzymlésung ; 
0,2 ml 5n NaOH im Einsatz des Troges; 
Gasraum: Luft; t = 38°. K = Kontrolle 
ohne Substrat; die Zahlen an den Kurven 
geben mg Enzym-Protein an. Messung 
der Sauerstoffaufnahme mit einem nach 
Verfahren I dargestellten Enzym. 

















m= 


Nach Beobachtungen von Zelitch und Ochoa*: * sowie Kun et al.* wird 
Glyoxylat in Gegenwart von H,O,, das beim Ablauf der Reaktion gebildet wird, 
nichtenzymatisch oxydiert und decarboxyliert. Ein Zusatz von Katalase unter- 
bindet die Decarboxylierung. Katalase ist in allen Praparationen immer in ge- 
niigender Menge vorhanden. 

b) Inkubationstest: Fiir Untersuchungen dialysierter Rohprodukte oder 
angereicherter Fraktionen erwies sich die Inkubation mit Glykolat, Glycerat oder 
Lactat in Phosphat- oder Krebs-Ringer-Hydrogencarbonat-Puffer als geeignet. 
Auch hier unterbleibt der Zusatz eines Elektronenacceptors. Nach Abstoppen der 
Reaktion mit Perchlorsiure (Endkonz. 6°/,) und Neutralisation der Filtrate wird 
die Menge der gebildeten Oxosaure im enzymatisch-optischen Test mit Hilfe von 
NADH und Lactat-Dehydrogenase bestimmt: 


Glyoxylat + NADH + H® am 





> Glykolat + NAD? (1) 


Das Gleichgewicht der Reaktionen liegt in allen Fallen ganz auf der Seite der 
2-Hydroxysauren. 

In Abb. 2 ist der Ablauf des Inkubationstests unter Verwendung des gleichen 
Enzympraparats wie bei a) mit Glykolat als Substrat dargestellt. 

Die dem manometrischen oder dem Inkubationstest zugrundeliegende Re- 
aktion ist mit Sauerstoff als Elektronenacceptor wie folgt zu formulieren: 








‘ HDH 
Glykolat + O, — Glyoxylat + H,O, (2) 
Katal 
H,0, - — H,0 + */, O; (3) 
Glykolat + 1/,0, —--———~ Glyoxylat + H,O (4) 


Das bedeutet, daB zur Bildung von 1 Mol Glyoxylat 1/, Mol Sauerstoff ver- 
braucht wird. Einigen Testansitzen (Abb. 1) wurde zur Hemmung der Katalase 
CN® zugesetzt, so daB in diesen Fallen bei der Umsetzung von 1 Mol Glykolat 


13 J. Zelitch in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology 
Bd. I, 8. 528, Academic Press, New York 1955. 
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Abb. 2. Inkubationstest zur Bestimmung der 
Enzymaktivitat. Ansatz: 2,0 ml bzw. 2,2 ml 
0,02m Phosphatpuffer, pH 7,5; 0,4 ml. 0,1 
Glykolatlésung, neutral; 0,4 bzw. 0,2 ml Enzym- 
lésung nach Praparation I; Abstoppen mit 
HCI1O, zu den angegebenen Zeiten, Neutralisa- 
tion mit 5n K,CO,; Gasraum: Luft; t = 38°. 
Glyoxylat-Riickbestimmung mit Hilfe von Lac- 
tat-Dehydrogenase und NADH. Proteinbe- 
stimmung nach ,,Untersuchungsmethoden mit 
Photometer Eppendorf‘. Die Zahlen an den 
Kurven geben mg Enzym-Protein an. 








1 Mol Sauerstoff aufgenommen werden sollte. 
Offensichtlich blieb dabei dennoch eine geringe 
Katalase-Aktivitat wirksam, denn die gemessene 
molare Sauerstoffaufnahme betrug nur etwa 80°, 
der gebildeten Menge an Glyoxylat. 

c) Indophenol-Test: In einer nicht NAD- 
abhangigen enzymatischen Oxydation kann 2.6- 
Dichlor-phenolindophenol anstelle von Sauerstoff 
als Elektronenacceptor zur Aktivitatsbestim- 
mung der 2-Hydroxysiure-Dehydrogenase die- 
nen. Die mit der Reduktion des Farbstoffs ver- 
bundene Anderung der Extinktion bei 620 mu 
pro Zeiteinheit erlaubt eine spektrophotome- 


trische Bestimmung des Enzyms. Zur Messung roher Extrakte oder intakter Mito- 
chondrien ist die Methode nicht geeignet, da in diesen Fallen auch in Abwesenheit 
von Substrat eine unspezifische Reduktion von Indophenol eintritt, wenn nicht 
die zu untersuchenden Extrakte vorher gut dialysiert werden. In Anwesenheit von 
Cyanid wird ,,Indophenoloxydase“ gehemmt, wie auch ein Cyanidzusatz zahl- 
reiche, den Indophenoltest stérende enzymatische Nebenreaktionen hemmt, wo- 
gegen unsere Dehydrogenase durch CN® nicht inhibiert wird. Abb. 3 zeigt den Ab- 
lauf des Indophenoltests; die Reaktion verlauft nach Gleichung 5. 


Abb. 3. Indophenoltest. Ansatz: In 
eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm 










-- werden in der angegebenen Reihen- 


3.2m folge die nachstehenden Lésungen pi- 


pettiert : 0,3 m/0,01 proz. 2.6-Dichlor- 
phenolindophenol; 0,01 ml NaCN in 











0,lm NH,OH; 0,5 ml 0,04—0,06m 
Substratlésung (neutralisiert); 2,1 
bzw. 2,0 m/ Phosphatpuffer (0,1m) 
pH 7,6; Start der Reaktion mit 0,1 
bzw. 0,2 m/l Enzym-Lésung (darge- 









— stellt nach Verfahren II). Nach Zu- 


gabe des Enzyms wird die Extinkti- 
onsanderung bei 20° und 620 my ge- 
gen einen gleichen Kiivettenansatz, 



















der anstelle von Indophenol Puffer 
enthalt, in Abstiénden von 15—20 
Sek. registriert bzw. mit Hilfe eines 
Kompensographen geschrieben. Mes- 














0,100 
f 0,075 / 
Fy) 
0,050 * 
9025 ial 
0 60 60 


60 sung im Spektralphotometer ,, Beck- 
man Modell DU“. 





os o0.) 








Bd. 326 (1961) 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase aus Lebermitochondrien 263 

d) Cytochrom-c-Test: Um den Indophenoltest fiir Spektralphotometer 
ohne kontinuierliche Wahl der Wellenlange zuginglich zu machen, kann dieser 
Test mit der Cytochrom-c-Reduktion gekoppelt werden : 


Glykolat + Indophenol — Glyoxylat + Indophenol-H, (5) 





Indophenol-H, + oxyd. Cyt. c —-————> red. Cyt. ¢ + Indophenol (6) 





Glykolat + oxyd. Cyt. c —-———~—> Glyoxylat + red. Cyt. c (7) 


MeBgréBe ist die Anderung der Absorptionsbande des reduzierten Cyto- 
chroms c bei 550 mu*. Infolge des hohen molaren Extinktionskoeffizienten erlaubt 
diese Methode eine sehr empfindliche Testung der Enzymaktivitat. Abb. 4 zeigt den 
Verlauf des gekoppelten Cytochrom-c-Tests. Mit einem Uberschu8 von Cytochrom c 
bleibt, wie im Indophenoltest, die Glykolatoxydation die geschwindigkeitsbestim- 
mende Reaktion und die Anderung der Extinktion pro Zeiteinheit ist der einge- 
setzten Menge an Enzymprotein direkt proportional. 





015ml A 





9,20 





Q,05ml_}, 





Pd 
2 a 
4,10 7 
0,05 a aa 
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Ne as 
Abb. 4. Cytochrom-c-Test. In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm werden in der 
angegebenen Reihenfolge die nachstehenden Lésungen pipettiert: 0,3 ml 0,01proz. 
2.6-Dichlor-phenolindophenol; 0,01 mi 0,1m NaCN in 0,01m NH,OH; 0,5 ml Cyto- 
chrom c (30 mg/ml); 0,5 ml 0,04—0,06m Substratlésung (neutralisiert); 1,6 bzw. 
1,45 ml 0,1m Phosphatpuffer, pH 7,6; Start der Reaktion mit 0,05 bzw. 0,10 bzw. 
0,15 ml Enzym-Lésung (dargestellt nach Verfahren II). Nach Zugabe des Enzyms 
wird die Extinktionsinderung bei 20° und 546 mu (Photometer Eppendorf) gegen 
einen gleichen Kiivettenansatz, der anstelle von Indophenol Puffer enthalt, in Ab- 
stinden von 15—20 Sek. registriert bzw. mit Hilfe eines Kompensographen 
geschrieben. 
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e) NADH-Indophenol-Test: Eine weitere Méglichkeit zur enzymatischen 
Aktivitatsbestimmung bietet eine Kopplung des Indophenoltests (Gl. 5) mit der 
Reaktion der Lactat-Dehydrogenase (Gl. 1). Dabei wird das gebildete Glyoxylat 
unter NADH-Verbrauch zu Glykolat zuriickverwandelt. 

Abb. 5 zeigt den Testverlauf. Um eine Proportionalitét zwischen der Ex- 
tinktionsanderung und der zugesetzten Proteinmenge zu gewahrleisten, muB bei 


Pe. Messung im Gerat ,,Eppendorf* bei 546 mu oder im Spektrophotometer 
,.Beckman Modell DU‘ bei 550 my. 
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der Messung ein Uberschu8 an NADH und Lactat-Dehydrogenase vorliegen. !a 
letztere durch CN® gehemmt wird, mu8 der Cyanidzusatz unterbleiben. Dieser 
Test kann deshalb nur fiir Enzympraparate gréBerer Reinheit Verwendung finden, 
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Abb. 5. NADH-Indophenoltest. In eine Kiivette der Schichtdicke 1 em werden in 

der angegebenen Reihenfolge nachstehende Lésungen pipettiert: 0,3 ml 0,01proz. 

2.6-Dichlor-phenolindophenol; 0,5 ml 0,04m Substrat; 0,05 ml NADH (10 mg/ml); 

0,02 ml Lactat-Dehydrogenase (LDH; 1mg/ml); 2,0 bzw. 1,95 ml 0,1m Phosphat- 

puffer von pH 7,6; Stdrt der Reaktion mit 0,1 bzw. 0,05 ml Enzym-Praparat II. 

MeBgréBe ist die NADH-Extinktionsabnahme bei 366 my. Gestrichelte Kurven- 
teile: ,,Enzymspriinge“ nach Ferment-Zugabe. 


Noch vor Zusatz der 2-Hydroxysiure-Dehydrogenase zeigen die Testlésungen 
selbst eine stetige, jedoch geringe Extinktionsinderung, weshalb gegen einen Blind- 
wert ohne Enzym gemessen wird. In Gegenwart von Sauerstoff anstelle von Indo- 
phenol als Elektronenacceptor (Gl. 2) verlauft die Reaktion zu langsam, um brauch- 
bare Ergebnisse zu liefern. 


2. Definition der Enzymeinheit und der spezifischen Aktivitat 


Die nach den beiden erstgenannten Testmethoden ermittelten Umsatzraten 
werden in “Mol O,/g Protein pro Stde. (a) bzw. in nMol Substratumsatz je mg und 
Stde. (b) ausgedriickt. Samtliche Schritte des Verfahrens I zur Anreicherung des 
Enzyms wurden auf diese Art gepriift. 

Die Einheit der mit Hilfe enzymatisch-optischer Verfahren (e—e) gemessenen 
Enzymaktivitat (AE) wird definiert als diejenige Enzymmenge, die eine Anderung 
der Extinktion von 0,01 in 1 Min. bewirkt, bezogen auf die 10-mm-Kiivette und 
den 3-ml-Testansatz bei der jeweiligen MeBstrahlung. Die spezif. Aktivitat des 
Enzyms ist AE/mg Protein. Der Proteingehalt wurde nach Warburg und Chri- 
stian** durch Messung der Lichtabsorption bei 260 und 280 my bestimmt: Pro- 
teinkonzentration [mg/ml] = 1,55 ELy.5>—0,76 E569. 


Bei Testverfahren a entspricht 1,5 ul O,-Aufnahme/10 Min. einer Aktivitat 
von 1 AE im Indophenoltest. Die empirisch ermittelten Faktoren fiir die Um- 
rechnung der nach Verfahrend und e bestimmten Aktivitaten auf Enzymeinheiten 
des Indophenoltests (c) zeigt Tab. 1. 


M4 O. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 310, 384 [1941]. 
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Tab. 1. Faktoren der Enzymaktivitéten nach den Testverfahren d und e zur Um- 
rechnung auf den Indophenoltest. 











Testverfahren MeBstrahlung [my] Umrechnungsfaktor 
c) Indophenol ....... 620 1 
d) Cytochromc. ...... 546 1,63 
d) Cytochrome. ...... 550 3,30 
e) NADH-Indophenol. . . . 366 1,43 


3. Darstellung des Enzyms 


Die 2-Hydroxysiure-Dehydrogenase wurde nach zwei Verfahren aus lyo- 
philisierten Rinderleber-Mitochondrien angereichert. Extrakte aus frisch bereiteten 
Mitochondrien zeigen bei der Praparation gleiche Eigenschaften. Fiir beide Ver- 
fahren der Isolierung des Enzyms wurde von jeweils 7—10g Mitochondrien- 
Trockensubstanz ausgegangen. Samtliche Operationen wurden bei + 2° im Kihl- 
raum durchgefihrt, die Enzymaktivitat leidet bei Zimmertemperatur relativ stark. 


Verfahren I 

AufschluB der Mitochondrien: 7g lyophilisierte Rinderleber-Mito- 
chondrien, mit Saccharose aus frischer Rinderleber isoliert *, werden in einem Potter- 
Elvehjem-Homogenisator mit hypertonischer KCl-Lésung (6 g/100 m/) homo- 
genisiert; das Homogenat wird nach mehrmaligem Einfrieren in fliissiger Luft und 
langsamem Auftauen auf pH 7,0 eingestellt und 30 Min. bei 15000 x g zentri- 
fugiert. 
Ammoniumsulfatfraktionierung: Dieser Schritt der Enzymfraktio- 
nierung folgt im Wesentlichen dem von Kun® beschriebenem Verfahren bei der 
Anreicherung einer Glykolat-Oxydase aus partikelfreiem Plasma der Rattenleber: 
Bei + 2° gesétt. Ammoniumsulfatlésung wird langsam unter Rithren zum Uber- 
stand des Mitochondrienaufschlusses bis zur Sattigung 0,43 gegeben. Das Sediment 
wird verworfen, dann der Uberstand mit gesitt. Ammoniumsulfatlésung bis zur 
Sattigung 0,58 versetzt. 

Nach 30 Min. Stehenlassen wird zentrifugiert und der Uberstand verworfen. 
Der Riickstand wird in wenig doppelt-dest. Wasser (mit Ammoniak auf pH 8,0 
eingestellt) gelést, die Lésung gegen Wasser (eingestellt auf pH 8,0) 18 Stdn. bis 
zur Sulfatfreiheit dialysiert. Das Dialysat wird mit gesitt. Ammoniumsulfatlésung 
auf 0,44—0,45 Sattigung gebracht, ohne den bei der Dialyse aufgetretenen Nieder- 
schlag zu entfernen. Nun wird abzentrifugiert und die Ammoniumsulfatsattigung 
auf 0,60 erhéht. Nach mehreren Stdn. Stehenlassen wird zentrifugiert, das Sedi- 
ment in wenig doppelt-dest. Wasser (oder in 0,05m Phosphatpuffer) gelést. Die 
Lésung enthalt die Hauptmenge des Enzyms, sie kann fir einige Untersuchungen 
zur Charakterisierung des Enzyms verwendet werden. 

Fallungen bei asbiaben: Ammoniumsulfatkonzentrationen enthalten keine 
nennenswerte Aktivitét an 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase. Das Praparat ist 
nicht frei von Mitochondrien-Lactat-Dehydrogenase und Katalase. Die 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase wird mit Verfahren I etwa 9—12fach angereichert. 
Verfahren II 

Mit diesem Verfahren folgen wir im wesentlichen dem Verfahren I, jedoch 
werden einige Schritte durch Saulenchromatographie an DEAE-Cellulose ersetzt. 
Damit wird das Enzym erheblich mehr angereichert und gereinigt, wie auch — 
unter Beniitzung der von Hess?!5 beschriebenen Methodik — ein von Lactat-Dehy- 
drogenase. freies Praparat gewonnen. 





* GroBere Mengen an lyophilisierten Rinderleber-Mitochondrien hat uns das 
Chemiewerk Homburg zur Verfiigung gestellt, wofiir wir den Herren Dr. Schuler, 
Dr. Schmidt, Dr. Weigert, Dr. Lotz und Dr. v. Schlichtegroll unseren Dank 


aussprechen. 
16 B. Hess u. 8. I. Walter, Klin. Wschr. 88, 1080 |1960]. 
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AufschluB der Mitochondrien: 10 g lyophylisierte Mitochondrien werden 
nach Verfahren I mit KCl-Lésung homogenisiert und aufgeschlossen (200 m/ 
Homogenat). ? 

Ammoniumsulfatfillungen: Das auf pH8 eingestellte Zentrifugat 
(187 ml) wird mit Athylendiamin-tetraacetat-haltiger, bei 0° gesitt. Ammonium- 
sulfatlésung (pH 8,0) zur Sattigung 0,40 gebracht. Nach 1 stdg. Stehenlassen wird 
zentrifugiert, der Riickstand verworfen und der Uberstand (308 ml) auf Sattigung 
0,60 gebracht. Nach Zentrifugieren wird der Riickstand in 147 ml quarzdest. 
Wasser gelést und bis zur vélligen Salzfreiheit gegen dest. Wasser dialysiert. 
Wahrend der Dialyse entsteht eine erhebliche Proteinfallung, die aber keine en- 
zymatische Aktivitat aufweist und verworfen wird. 

Der klare Uberstand des Retentats wurde in zwei Teile geteilt und wie folgt 
behandelt: 

Ein Teil der Enzymlésung (a) wird mit festem Ammoniumsulfat bis zur Satti- 
gung 0,70 versetzt, das abzentrifugierte Sediment mehrmals mit Ammoniumsulfat- 
lésung von 55°%, Sattigung resuspendiert und gewaschen, wodurch geringe Mengen 
von Lactat-Dehydrogenase entfernt werden. Dieser Schritt verursacht jedoch 
erhebliche Enzymverluste. Der Riickstand wurde in wenig dest. Wasser gelést 
und nach 18stdg. Dialyse gegen Wasser der Saéulenfraktionierung unterworfen. 

Saulenchromatographie: Der zweite Teil des Retentats (b; 62 ml) wurde 
ohne vorherige Ammoniumsulfatbehandlung direkt an einer DEAE-Saule frak- 
tioniert. Das DEAE-Cellulosepulver (Schleicher & Schiill*) wurde erst mit dest. 
Wasser, dann mit 0,lm NaOH und darauffolgend mit 0,lm HCl gewaschen. Nach 
Suspendieren in 0,005m Na,HPO,/KH,PO,-Puffer vom pH 7,5 wurde der Aus- 
tauscher in eine Saéule (2,0—2,4 cm @ und 17—20 cm Hohe) gefiillt. Mit 0,005m 
Phosphatpuffer wurde bis zum konstanten pH von 7,5 gewaschen. Das Dialysat 
wurde in Fraktionen ‘zu 80—100 Tropfen bei + 2° im Kiihlraum getrennt. Eluiert 
wurde successiv mit Phosphat-Puffer vom pH 7,5 unter Steigerung der Puffer- 
molaritét in folgender Reihe: 0,005m, 0,008m, 0,015m, 0,02m, 0,08m, 0,20m, und 
schlieBlich mit 0,20m Phosphatpuffer + 0,4m NaCl. 

Der Proteingehalt der Fraktionen wird durch Extinktionsmessung bei 270 mu 
gegen Wasser bestimmt. Der Wechsel der Pufferlésungen erfolgt, sobald die ein- 
zelnen Proteinfraktionen des Eluates keine Extinktion gegeniiber Wasser zeigen. 

Wie in Abb. 6 dargestellt, erhalt man bei der Saiulenchromatographie neun 
deutlich voneinander getrennte Proteinfraktionen. Die Aktivitat der 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase erscheint in mehreren Fraktionen (Frakt. I, II und VIII). 
Das reinste Produkt ist aber in den ersten beiden Portionen der Fraktion VIII als 
klare gelbe Fliissigkeit enthalten (8 m/l), sie ist frei von Lactat-Dehydrogenase. 
Dieses Enzym findet sich in den Frakt. I, II, VI und ganz besonders in VII**. 
In Fraktion III erscheinen Hamoproteine, u. a. Cytochrom c (typisches Absorp- 
tionsspektrum nach Reduktion mit Dithionit). Katalase ist in allen Fraktionen 
enthalten, auBer in Eluat IX, das nur inaktive Proteine enthalt. Wie die Abbildung 
veranschaulicht, erfolgt die Trennung der beiden Dehydrogenasen erst bei den 
letzten Elutionen. Ein Vergleich der Enzymaktivitat mit Tab. 2 zeigt, daB auch die 
chromatographische Gewinnung eines Lactat-Dehydrogenase-freien Enzym- 
praparates mit erheblichen Verlusten einhergeht. 

Gelextraktion: Gelingt es nicht, die Lactat-Dehydrogenase-Aktivitat durch 
Saulenchromatographie véllig zu eliminieren, so kann diese durch Anlagerung an 
Calciumphosphatgel entfernt werden. Die vereinigten Eluate (VIII) werden schritt- 
weise mit je 1/5) des Eigenvolumens an frisch bereitetem Phosphatgel?® versetzt. 
Im Uberstand wird nach jedem Geladsorptions-Schritt die Lactat-Dehydrogenase- 


* Der Firma Schleicher & Schiill danken wir fiir die Uberlassung ver- 
schiedener Chargen an DEAE-Cellulose-Pulver. 
** Analog den Befunden von Hess!® erscheint die Mitochondrien-Lactat- 
Dehydrogenase nicht einheitlich, sondern als Reihe von ,,Iso-Enzymen™. 
1% D—D. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B. 124, 
392 [1938]. 
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Aktivitaét geprift. Sie wird so schrittweise voéllig entfernt, obwohl dabei ein geringer 
Teil der 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase verloren geht. Nach dem letzten Schritt 
der Geladsorption wird die Lésung mit festem Ammoniumsulfat bis zur Sattigung 
0,70 gebracht und der Proteinniederschlag in 0,05m Phosphatpuffer gelést. 


400} 
! 300: 
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Abb. 6. Saulenchro- 
matographie des En- 2000- 
zyms (Praparation ] 
II). Abszisse: Mola- 1 
ritat des Puffers; 1500+ 
Temperatur: + 2°. ; 
Untere Ordinate; Ex- ; 
tinktion der Eluate a 
gegen Wasser bei 1 
270 mu; d= 1 em; 4 
obere Ordinate: Ak- 

tivitatd.2-Hydroxy- ; 
siure-Dehydrogenase 500; 
(HDH) in Indophe- ! 
nol-Einheiten bzw. 
der Lactat-Dehydro- | 
genase (LDH) in Bii- ; 
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Aufziehen 0,005 


Nach Verfahren II wird ohne den Schritt der Gelanlagerung bereits eine 45- 
bis 54fache Anreicherung der Aktivitat erreicht (Tab. 2). 


Tab. 2. Anreicherung der 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase nach Verfahren IT. 

















Gesamt- Gesamt- Spezif. 
Fraktion volumen aktivitat Aktivitat 
[ml] [AE] ** [I. E./mg] 
MitochondrienaufschluB*. . . 200 5630 0,575 
Homogenat-Uberstand. . . . 187 4920 0,74 
(NH,),SO,-Uberstand (0,40) . 308 3760 1,04 
1. (NH,),SO,-Fallung (0,60) . 147 2910 1,9 
2. (NH,),.SO,-Fallung (a; 0,70) 65 1212 3,5 
Dialyse-Retentat (b) .... 62 1480 2,9 
DEAE-Eluat (Frakt. VIII) . 8 275 30,8 
. Aktivitat extrapoliert nach Zelitch": 1,5 ul O,-Aufnahme/10 Min. = 1 Indophenoleinheit 


(I. E.). 
** Aktivititseinheiten, bezogen auf den Indophenoltest. 


a G. Beisenberg, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
E. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953], u. zwar 


8. 575. 
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Ergebnisse und Diskussion 
Reinheit des Enzyms 


Ein Kriterium fiir die Reinheit der 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase 
ist das Verhaltnis der Umsatzraten von Glykolat zu D-Glycerat oder 
DL-Lactat. An intakten Mitochondrien der Rattenleber, sowie in Mito- 
chondrienaufschliissen betrigt das Umsatzverhaltnis Glykolat/D-Gly- 
cerat/DL-Lactat = 2:1:0,4. Dieser Quotient bleibt wahrend der ge- 
samten Préparation nach Verfahren I praktisch konstant (1.8:1:0,5). 

Nach Verfahren IT dargestellte Enzym-Praparationen zeigen jedoch 
ein Aktivitétsverhaltnis Glykolat/D-Glycerat/DL-Lactat = 1,45:1:0,12. 
Dieser Quotient andert sich nicht durch Ammoniumsulfatfraktionierung 
oder Séulenchromatographie. 

Vermutlich enthalten nach Verfahren I hergestellte Praparate als 
Verunreinigung Spuren der von Tubbs® !° beschriebenen D-Lactat- 
Oxydase, die dann durch DEAE-Cellulose nach Verfahren II entfernt 
werden kann. Nach Verfahren II gewonnene Enzympraparationen sind 
praktisch frei von Lactat-Dehydrogenase, Meyerhof-Green-Enzym 
(mitochondriale Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase!), D-Glycerat-De- 
hydrogenase — ‘die aus Leber kiirzlich in unserem Laboratorium isoliert 
werden konnte!8 — oder Aminoséure-Oxydase!* 2°, Spuren von Kata- 
lase konnten nicht restlos beseitigt werden. 





—- pH-Optimum der Glykolatoxydation 
| ] Als MeBgréBe zur Bestimmung des pH- 
Optimums an nach Verfahren I dargestellten 
| Enzympraparaten diente die Sauerstoffauf- 
+ nahme bei Inkubation mit Glykolat in Py- 
| rophosphatpuffern; der pH-Bereich wurde 
von 5,0 bis 9,5 variiert. Wie Abb. 7 zeigt, 
liegt das Optimum zwischen pH 7,5—7,9. 
Unterhalb von pH 6,0 sind die Messungen 
nicht mehr reproduzierbar, da deutliche De- 
naturierung des Enzymproteins eintritt. 
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Abb. 7. pH-Optimum fiir die Glykolatoxydation. 

Hauptraum des Warburg-GefaBes : 2,0 ml0,1m Pyro- 

| phosphatpuffer, pH 5,0—9,5; 0,5 ml 0,lm Na-Gly- 

} -—_—+,—+—{  kolatlésung; 0,3 m/ Enzym-Praparation I; Neben- 

60 70 090 raum: 0,2 ml 5m NaOH. Messung der O,-Auf- 
‘ nahme bei 38°;Gasraum: Luft. 





18 F. Heinz u. W. Lamprecht, diese Z. $25, 280 [1961]. 

19 T, B. Singer u. B.H.J. Kearney, Arch. Biochemistry 18, 229, 225 
[1948]; K. Burton, Biochem. J. 50, 258 [1951]; F. J. R. Hird u. D. J. Moston, 
Biochem. Biophysica Acta [Amsterdam] 38, 222 [1960]. 

20 M. Dixon u. E.C. Webb, Enzymes, Longmans, Green & Co., London 
1958. 
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Nachweis der Reaktionsprodukte 


Dialysierte Mitochondrienextrakte oder Lésungen gereinigter En- 
zym-Praparate wurden mit Glykolat, Glycerat oder Lactat in Puffer 
bestimmte Zeiten inkubiert, mit HClO, enteiweiBt, und anschlieBend 
mit Hilfe des optischen Tests unter Verwendung von Lactat-Dehydro- 
genase und NADH die Menge der gebildeten, korrespondierenden Oxo- 
siuren analysiert. Nun ist Muskel-Lactat-Dehydrogenase weitgehend 
unspezifisch, dieses Enzym vermag etwa 38 Substrate mit Nicotinamid- 
Nucleotiden umzusetzen*!. Deshalb wurden die entstandenen Oxosauren 
als 2.4- Dinitro-phenylhydrazone chromatographisch identifiziert (Abb.8). 








| ot IG C) 
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Abb. 8.. Chromatographische Identifizierung der Reaktionsprodukte als 2.4-Di- 
nitro-phenylhydrazone. Die enteiweiBten, neutralisierten Uberstande der Inku- 
bationslésungen wurden mit dem gleichen Vol. einer gesitt. Lésung von 2.4-Di- 
nitro-phenylhydrazin in 2n Essigsiure versetzt. Nach 30 Min. Stehenlassen wurde 
mit je 3—5 ml Essigester (p. a.) extrahiert, der gelbe Extrakt weitgehend eingeengt 
und auf Papier Whatman Nr.1 14 Stdn. in mit 3proz. NH,OH gesatt. n-Butanol 
aufsteigend chromatographiert??. a = Vergleichssubstanzen: 2.4-Dinitrophenyl- 
hydrazone von Pyruvat (I), Hydroxypyruvat (II) und Glyoxylat (III). G = Ge- 
misch dieser Substanzen. b = Reaktionsprodukte des Inkubationsansatzes mit 
Lactat (I), Glycerat (IT) bzw. Glykolat (III) als Substrat. Die zitronengelben Flecke 
zeigen im UV eine starke Fluoreszenz. 
































Substrat- und Konfigurationsspezifitat 


Die Frage, ob auch andere Hydroxyséuren, sowie Aminosaiuren 
oder Triosephosphate mit dem Enzym reagieren, wurde in zahlreichen 
Reihenversuchen gepriift. Wir fanden, daf 2-Hydroxy-butyrat mit etwa 
gleicher Geschwindigkeit wie Lactat umgesetzt wird. Dagegen wird 
3-Hydroxy-butyrat nicht oxydiert (Abb. 9). Auch chromatographisch 
kann nach der Inkubation mit 3-Hydroxy-butyrat kein Acetacetat nach- 
gewiesen werden. Apfelsiure, als Dicarbonsaéure formal sowohl 2- als 
auch 3-Hydroxysaure, wird vom Enzym nicht zu Oxalacetat oxydiert 
(Inkubations-Test und Chromatographie). 





21 A. Meister, J. biol. Chemistry 197, 309 [1952]; B. Friedmann, 
H. J. Nakada u. 8. Weinhouse, Federation Proc. 10, 185 [1951]. 
22 §. Markees, Experientia [Basel], 11, 321 [1944]. 
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| 0,06: 
Abb. 9. Sauerstoffaufnahme mit 2- 


S 
S 
= 4 ef (a) und 3-Hydroxy-butyrat (b). 
9.03 Hauptraum des Warburg-GefaBes: 
- 2,0 ml 0,1m Phosphatpuffer, pH 
4 A 7,5; 0,5 ml Enzymldésung (Verfah- 
eee ren I); 0,5 ml0,1m Substratlésung; 
6 Nebenraum: 0,2 ml 5m NaOH; 
Gasraum: Luft; t = 38°. 
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Min. 


Die spezifische Oxydation von 2-Hydroxysauren scheint damit er- 
wiesen zu sein, die Umsatzgeschwindigkeiten fallen mit steigender 
Kettenlange der Saure rasch ab. 

Nach Verfahren II gewonnene Enzymlésungen zeigen im Indo- 
phenoltest keine Umsetzung mit Glycerin-l-phosphat, 3-Phospho- 
glycerat, Glycin, DL-Alanin oder Tryptophan. Damit ist zugleich ge- 
zeigt, daB die Praparate weder Meyerhof-Green-Enzym noch Amino- 
siure-Oxydase enthalten. Eine Identitat des Enzyms mit einer der zahl- 
reichen ,,unspezifischen‘‘ Aminosdéure-Oxydasen, die ebenfalls 2-Hy- 
droxysduren oxydieren und von denen eine als in Mitochondrien lokali- 
siertes Flavinenzym beschrieben wird?®, ist nach diesen Ergebnissen 
ausgeschlossen. 

Zur Ermittlung einer Konfigurationsspezifitat wurden Lésungen 
von Praparat I mit D- bzw. L-Lactat oder mit D- und DL-Glycerat 
1 Stde. bei 38° in Phosphatpuffer inkubiert. Nach Abstoppen der Re- 
aktion mit Perchlorsaure wurde im optischen Test die Menge der ge- 
bildeten Ketosaéuren bestimmt. Um einen quantitativen Umsatz der 
zugesetzten Substrate zu erreichen, war die Substrat-Endkonzentration 
jeweils 3,6 - 10-5m. 

Tab. 3. Umsetzungsgeschwindigkeit optisch isomerer Substrate mit HDH. 
Inkubationsansatz: 2,0 ml 0,05m Phosphatpuffer, pH 7,8; 0,02 ml 0,05m Substrat- 
lésung; 0,5 ml Enzymlésung nach Verfahren I. Inkubation: 1 Stde. bei 37°. Test- 
ansatz der spektrophotometrischen Bestimmung (Kiivette d = 10 mm): 1 ml Tri- 


athanolamin-Puffer, pH 7,6; 1 m/l neutralisierte, enteiweiBte Inkubationslésung; 
0,10 ml NAD® (6 mg/ml); 0,01 m/ LDH (1 mg/ml). 





Substrat L-Lactat p-Lactat p-Glycerat | pi-Glycerat 

















gef. «-Ketosaure [nMol] 49,1 49,3 55,1 55,1 


Wie Tab. 3 zeigt, werden beide optischen Antipoden von Lactat 
und Glycerat mit derselben Geschwindigkeit oxydiert. Das Enzym besitzt 
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demnach keine Konfigurations-Spezifitat gegeniiber der D- oderL- Form 
der 2-Hydroxysauren. Zum gleichen Ergebnis fiihrten Versuche nach 
dem Testverfahren e. 


Bestimmung der Michaelis-Konstanten 


Tab. 4 enthalt die von uns gemessenen Michaelis-Konstanten mit 
Enzympraparationen, welche nach Verfahren I dargestellt wurden. Die 
Messung der Reaktionsgeschwindigkeiten erfolgte mit Hilfe der Inku- 
bationsmethode, bei Glykolat daneben auch mit dem Indophenoltest. 


Tab. 4. Michaelis-Konstanten des Enzyms. 





Substrat Glykolat p-Glycerat DL-Lactat 














10° Km|[l/Mol] 1,4 (0,13*) 1,9 3,2 


* Messung mit dem enzymatisch-optischen Indophenol-Test. 


Die Affinitaét zwischen Enzym und Substrat ist im letzteren Fall um eine 
Zehnerpotenz erhéht. Wir erklaren dies durch die Annahme, da8 der 
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Reaktion am Enzym in der 
Weiterleitung der Elektronen am geeigneten Acceptor zu suchen ist. 
Wahrend des Inkubationstests steht nur molekularer Sauerstoff zur 
Verfiigung, der offensichtlich gegentiber Indophenol nicht in diesem 
MaBe Elektronenacceptor sein kann. 


Enzymhemmung 


Durch CN®, das beim Indophenol- und Cytochromtest roher En- 
zymfraktionen zur Hemmung von Nebenreaktionen notwendig ist, wird 
die Oxydation von Glykolat durch 2-Hydroxysaure-Dehydrogenase 
nicht beeinfluBt. Im Gegenastz dazu stehen Befunde von Tubbs® ?°, 
Zelitch® und Kun? 8, wonach Flavin-Enzyme ahnlicher Substrat- 
spezifitat durch CN® inhibiert werden. Avnylendiamin-tetraacetat hemmt 
die Reaktion ebensowenig wie p-Chlormercuri-benzoat, woraus wir 
schlieBen, daB weder Metallionen noch SH-Gruppen an der Reaktion 
zwischen Enzym und Substrat beteiligt sind. Auch durch Jodacetat tritt 
keine Verminderung der Reaktionsgeschwindigkeit ein. Dagegen kommt 
die ,,katalytische Testung“ (s. S. 284) des Enzyms mit D-Glycerat und 
Lactat-Dehydrogenase kurze Zeit nach p-Chlormercuri-benzoat-Zugabe 
infolge der bekannten Hemmung der Lactat-Dehydrogenase zum Still- 
stand. 

An Enzympraparat I kann man eine Hemmung durch Hydroxylamin nach- 
weisen, wie sie von Kun® an Glykolat-Oxydase aus Plasma der Rattenleber be- 
schrieben wurde; die Sauerstoffaufnahme wird in Gegenwart aquimolarer Mengen 


Hydroxylamin und Glykolat um etwa 60°, herabgesetzt. Der Mechanismus dieser 
Hemmung konnte noch nicht aufgeklart werden. 
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Atebrin (Chinacrin; 3-Chlor-7-methoxy -9- [(1-methyl-4-diathy]- 
amino-butyl)-amino]-acridin) ist ein sehr spezifischer Inhibitor®? von 
FAD-Enzymen. Wie wir fanden, hemmt diese Substanz die Sauerstoff- 
aufnahme bei Inkubation des Enzyms mit Glykolat. Die eingetretene 
Hemmung kann durch einen FAD-UberschuB teilweise wieder aufgehoben 
werden. 

Eine Inhibierung der Glykolatoxydation durch Atebrin tritt da- 
gegen im Indophenoltest in nur sehr geringem Mabe ein. Wir schlieBen 
daraus, daB Atrebin bei der Hemmung des FAD-Enzyms speziell den 
Elektronentransport zwischen FADH, und Sauerstoff inhibiert, bei 
Reaktionen zwischen reduziertem Enzym und anderen Elektronen- 
acceptoren ist dies nicht in gleichem Ausmaf der Fall. 

Aktivitoren fiir das Enzym haben wir bis jetzt keine gefunden. 


Organspezifitat und Verteilung der 
2-Hydroxysaure-Dehydrogenase innerhalb der Zelle 
Um die Verteilung des Enzyms innerhalb der strukturierten Zelle 

zu studieren, haben wir Mitochondrien, Mikrosomen und partikelfreies 
Cytoplasma der Leber durch fraktioniertes Zentrifugieren dargestellt 
und die Enzymaktivitét mit Glykolat, D-Glycerat und DL-Lactat im 
Inkubationstest béstimmt. Die Zellpartikeln wurden aufgeschlossen, die 
Extrakte, sowie das Cytoplasma 12 Stdn. gegen Wasser dialysiert. Wie 
Tab. 5 zeigt, kbnnen 2-Hydroxysauren sowohl! von Cytoplasma, als auch 
von Mitochondrien oxydiert werden; in Mikrosomen haben wir das 
Enzym nicht gefunden. 


Tab. 5. Substratumsatz in Mitochondrien und Cytoplasma der Leber. 
Qy)p = Verhaltnis der spezif. Aktivitaten Mitochondrien/Cytoplasma. 





























Sitideet “Mol Substratumsatz/g Protein je Stde. Q 
ubstrat 
Mitochondrien Cytoplasma aed 

Vor Inkubation enteiweiBt 0 0 — 
0 0 as 

RRS oe ean ca ioe 0 0 a 
0 0 — 

a) Giykolat.... . . 3.9%. 393 85 4,6 
410 88 4,7 

b) p-ulycerat ...... 207 46 4,5 
197 41 4,8 

c) pi-Lactat ...... 80 12,5 6,4 
75 12,5 6,0 

Verhaltnisa:b:c..... 2:1:0,4 2:1:0,3 — 








23 KE. Haas, J. biol. Chemistry 155, 321 [1944]. 
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Das Verhiltnis der relativen Umsatzraten (Tab. 5, letzte Zeile) mit 
den verschiedenen Hydroxysauren ist in Mitochondrien und Cytoplasma 
nahezu gleich. Die Annahme liegt also nahe, daB in Mitochondrien und 
Plasma das gleiche Enzym auftritt. Die von Kun et al.* beschriebene 
Glykolat-Oxydase aus Cytoplasma der Leber soll jedoch D-Glycerat nicht 
umsetzen. 

Das Verhaltnis der spezifischen Aktivitaéten des Enzyms in Mito- 
chondrien (M) und Cytoplasma (P) fiir die einzelnen Substrate, aus- 
gedriickt als Quotient Qy)p ist jedoch verschieden (s. Tab. 5, letzte Spalte). 
Die gemessenen Quotienten zeigen, da die Oxydationsrate von 2-Hy- 
droxysauren in Mitochondrien hoher ist als in Plasma. Daraus kann man 
aber nicht auf eine grundsatzliche Verschiedenheit der beiden, als Fla- 
vinenzyme charakterisierten Enzyme aus Mitochondrien bzw. Cyto- 
plasma schlieBen. Die gemessene héhere spezifische Aktivitat des Mito- 
chondrien-Enzyms la8t den Schlu8 zu, daB die tatsachlich gemessene 
Oxydationsrate durch definierte Elektronenacceptoren, die dem Cyto- 
plasma fehlen, hervorgerufen wird. Das erhéhte Verhaltnis Qy)p bei 
DL-Lactat ist vermutlich auf die Anwesenheit anderer D-Lactat-Oxy- 
dasen!° im Mitochondrienextrakt zuriickzufiihren. 

In Kalber-, Hunde- oder Rattenherzen haben wir das Enzym bisher 
nicht nachweisen kénnen. Auch in Aufschliissen von frisch praparierten 
Mitochondrien oder Mikrosomen des Rattenherzens fanden wir es nicht. 
Dieser Befund schlieBt nicht die Méglichkeit einer bestimmten Bindung 
des Enzyms an die Struktur aus (vgl. Hexokinase oder Meyerhof-Green- 
Enzym"). Es kann sich bisher unseren Anreicherungsverfahren aus 
Herzmuskel entzogen haben. 


Absorptionsspektren 

Die nach der DEAE-Saulenfraktionierung erhaltenen 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase-Fraktionen sind von intensiv-lichtgelber Farbe. 
Auf Filterpapier aufgetragen, zeigen die Lésungen bei Bestrahlung mit 
UV-Licht eine starke Fluorescenz. Ahnlich wie die Glykolat-Oxydasen 
aus Pflanzen® oder Leberplasma® kénnte das Enzym demnach ein Flavo- 
protein sein. Spektrophotometrische Messungen der Enzymlésungen 
ergaben aber keine Ubereinstimmung mit der Absorptionskurve von 
FAD (Enzym in etwa 40facher Anreicherung) (Abb. 10). 

Nach unserer Auffassung wird das Spektrum der Proteinlésung, vor 
allem die typische Flavinbande bei 450 my durch ein unspezifisches Ab- 
sorptionsmaximum bei 420 my iiberlagert, wahrend das Maximum bei 
375 mu praktisch véllig verschwunden und das dazwischen liegende 
Minimum nach kiirzeren Wellenlangen verschoben ist. Auch im Spektrum 
des Enzymkochsaftes, der durch 5 Min. Erhitzen der angereicherten 
Enzymfraktion im siedenden Wasserbad hergestellt wurde, tritt das 
Flavinadenin-Spektrum nicht in Erscheinung, obwohl die Bande bei 
420 mu verschwunden ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 326 18 
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Chromatographische Trennung von Flavinnucleotiden 


Lésungen des angereicherten Enzyms wurden 5 Min. im kochenden 
Wasserbad erhitzt und dann lyophilisiert. Der Riickstand wurde in je 
0,3 ml dest. Wasser aufgenommen. Diese Lésungen wurden, wie von 
Kilgour et al.*4 angegeben, in je 5 Einzelportionen papierchromato- 
graphisch getrennt und die Flavine identifiziert. 


Abb. 11 zeigt links ein solches Chromatogramm unter UV-Bestrah- 
lung. Die fiir FAD charakteristische gelbgriine Fluoreszenz erscheint 
in Position C, wahrend Position D mit dem R»-Wert von FMN iiber- 
einstimmt. Die Identifizierung der Flecke in Position A und B steht 
noch aus; auch bei reinem FAD (Handelspraparat ,,Fluka‘‘) erscheint 
Fleck A kraftig fluoreszierend. Wahrscheinlich stellt Position A Adenin 
dar. 

Nach Elution der einzelnen Flecke mit Wasser und nachfolgender 
Gefriertrocknung wurden mit den Eluaten der Positionen A und C 
(in je 3 ml Wasser; die Kochsaft-Parallelansitze jeweils vereinigt) die 
Absorptionsspektren gemessen (Abb. 11, rechts). Die Eluate der Po- 
sition A sowohl der FAD-Vergleichssubstanz als auch der Enzym-Koch- 
saftproben lassen nur das Absorptionsspektrum des Adenins erkennen, 
wahrend die Verbindung in Position C das typische FAD-Spektrum 
ergibt. Aus Position D lieB sich nicht geniigend Substanz zur Aufnahme 
eines Spektrums eluieren. 


Diese Befunde zeigen, daB das Enzym FAD enthalt, welches auch 
wahrscheinlich die prosthetische Gruppe des Enzyms ist. 


4G. L. Kilgour, 8. P. Felton u. F. M. Huennekens, J. Amer. Chem. 
Soe. 79, 2254 [1957]. 
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Abb. 11. Chromatogramm des Enzymkochsaftes neben FAD (links) und Absorp- 

tionsspektren der eluierten Flecke (rechts). Chromatographie: Lésungsmittel 

5proz. Lésung von Na,HPO, in Wasser; aufsteigend 14 Stdn.; Lokalisation der 

Flecke unter der UV-Lampe. — Messung der Eluate im Beckman-Spektralphoto- 

meter Modell DK I; d = 1cm; Vergleichslésung: Wasser. FAD = Vergleichs- 
substanz; KS = Enzymkochsaft. 


Prosthetische Gruppe und Apoferment 


Einen weiteren Beweis der Beteiligung von FAD an der enzy- 
matischen Oxydation von Glykolsaure durch 2-Hydroxysaure-Dehydro- 
genase erbrachten Hemmversuche mit Chinacrin. Diese Substanz ist 
nach Haas” ein sehr spezifischer FAD-Protein-Inhibitor, dessen Wir- 
kung durch Zusatz von iiberschiissigem FAD wieder aufgehoben werden 
kann. 

In Tab. 6 ist die O,-Aufnahme (Darstellungsverfahren I) mit und 
ohne Zusatz von Chinacrin, bzw. Chinacrin +- FAD dargestellt; Substrat 


ist Glykolsaure. 


Tab. 6. Enzymhemmung durch Chinacrin. 
Jeder Ansatz enthalt 2,0 ml 0,lm Phosphatpuffer, pH 7,5; 0,3 ml Enzymlésung 
(Praparat I); 0,01 ml 0,1m NaCN; 0,5 mi 0,04m Glykolatlésung; 0,1 m/ Chinacrin- 
losung (6 mg/ml); 0,2 ml FAD-Lésung (6 mg/ml). Angaben in pl O,-Aufnahme/Stde. 





Kein Zusatz | + 1,5 Mol Chinacrin | + 1,5 4Mol Chinacrin + 2 «Mol FAD 








55,2; 59,4 21,2; 22,6; 31,4; 29,0 67,6; 49,6; 58,6 





Die in Anwesenheit von Chinacrin auftretende Hemmung kann, wie 
Tab. 6 zeigt, durch FAD-Zusatz wieder vollstandig aufgehoben werden. 


18* 
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Ein Zusatz von FAD zu nicht durch Chinacrin gehemmtem Enzym 
bewirkt keine Steigerung der Aktivitat. 

Die Abtrennung der prosthetischen Gruppe vom Enzym konnten 
wir bisher nicht exakt reproduzieren. Die iiblichen Methoden, mit denen 
sehr fest an das Tragerprotein gebundenes FAD entfernt werden sollte, 
versagten. Nach fraktionierter Calciumphosphatgel-Adsorption, darauf- 
folgender Athanol- und saurer Ammoniumsulfatfillung bei pH 5,1 mit 
anschlieBender Extraktion des gelésten Sedimentes an Aktivkohle bei 
pH 5,1 konnten wir Proteinfraktionen mit auberst geringer Aktivitat 
erhalten. Durch Zusatz von FAD wurde die Enzymaktivitat dieser 
Praparationen wieder stark gesteigert (Tab. 7). 


Tab. 7. Enzymaktivitét von FAD-reaktivierbarem Enzym; Substrat = Glykolat. 








Test ohne Zusatz + FAD 
Inkubationstest [nMol/10 Min.]. . . 4 13 ; 60.5 
69 180 
0 50 
Manometr. Test [ul O,/15 Min.] . . . 8,6 17,2 








H,0,-Bildung und Reaktionsmechanismus 

Viele Flavoproteine kénnen im hydrierten Zustand nach der Oxy- 
dation ihres Substrates direkt mit Luftsauerstoff unter Bildung von 
H,0, reagieren; Beispiele sind das ,,alte gelbe Ferment“ von Warburg, 
die Xanthin-Oxydase oder die Glucose-Oxydase. Solche Enzyme rea- 
gieren jedoch meist mit O, wesentlich langsamer als in Anwesenheit 
spezifischer Elektronenacceptoren (Cytochrome). 

Mit pflanzlicher Glykolsdure-Oxydase konnte Zelitch® die Bildung 
von Hydroperoxyd nachweisen. Auch K un’ nimmt fiir das entsprechende 
Enzym aus Leberplasma eine H,O,-Bildung an. 

Der Nachweis der Bildung von H,O, bei der 2-Hydroxysaure- 
Dehydrogenase-Reaktion gelingt nur, wenn wahrend des Versuchs keine 
Katalase zugegen ist. Da es uns nicht gelang, katalasefreie Praparate 
herzustellen, haben wir versucht, bei diesen Messungen Katalase mit 
Cyanid bzw. Azid zu hemmen. Zum Nachweis der H,O,-Bildung wurde 
mit Glykolat als Substrat in Ansaétzen ohne und mit Katalasehemmung 
einerseits die Sauerstoffaufnahme, andererseits nach Abstoppen der An- 
sitze und Zusatz eines Uberschusses an Katalase die O,-Entwicklung 
aus gebildetem H,O, manometrisch bestimmt?®. 

Ausgehend von der Voraussetzung, dafi H,O, gebildet wird, war bei 
Katalasehemmung die doppelte Sauerstoffaufnahme, verglichen mit der 
O,-Aufnahme ohne CN®- bzw. N,°-Zusatz, zu erwarten, bzw. sollte eine 
Sauerstofffreisetzung aus H,O, nach Katalase-Zusatz nur im ersteren Falle 
zu beobachten sein (s. Gl. 2—4, S. 261). Tab. 8 bestatigt diese Annahme. 


250. Warburg, G. Krippahl, H.G. Gewitz u. W. Volker, Z. Naturforsch. 
14b, 719 [1959]. 
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Tab. 8. Nachweis der H,O,-Bildung bei der Glykolatoxydation durch 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase. 1. Messung der O,-Aufnahme (Test a) ohne und mit Hem- 
mung der Katalase durch 5 uMol CN®. 2. AnschlieBende Messung der O,-Bildung 


aus dem entstandenen H,O, nach Abstoppen der Reaktion und Zusatz iiber- 
schiissiger Katalase?5. 














Zusatz ohne ; CN® 
1. O,-Aufnahme [w//15 Min.] . . . . 7,9 17,2 
2. O,-Bildung [ul] « . 2.5... 1,02 19,6 


Die nachgewiesene H,O,-Bildung gilt wahrscheinlich nur fiir das 
isolierte Enzym, wahrend sie im intakten Mitochondrium oder bei 
Gegenwart von Elektronenacceptoren wohl nicht stattfindet (s. unten). 


MiBt man gleichzeitig den Sauerstoffverbrauch und die entstandene 
Menge an Glyoxylat, so erhalt man fiir das Verhaltnis dieser Werte die 
in Tab. 9 aufgefiihrten Quotienten. Bei Hemmung der Katalase durch 
Cyanid sollte im Mitochondrienextrakt dieser Wert gleich 1 sein (s. Gl. 2, 
S. 261); er wird jedoch nicht erreicht. Entweder ist die Hemmung der 
Katalase nicht vollsténdig oder unspezifische Elektronenacceptoren 
konkurrieren mit der direkten Reoxydation des FAD-Enzyms durch 
den Luftsauerstoff. Ebenso werden die Leukoverbindungen von Indo- 
phenol und Methylenblau teilweise wihrend des Versuchs reoxydiert, 
so daB der theoretische Wert 0 (vgl. Gl. 5, S. 263) nicht ganz erreicht 
wird. 

Tab. 9. Molares Verhaltnis von Sauerstoffverbrauch zu Glykolatumsatz, gemessen 
mit dialysiertem Mitochondrienextrakt und an intakten Mitochondrien. 


Manometrische Messung der Sauerstoffaufnahme vgl. Testverfahren a. Den ent- 

sprechenden Ansatzen wurden je 0,2 ml einer 0,01proz. Lésung von 2.6-Dichlor- 

phenolindophenol oder Methylenblau zugesetzt. Mitochondriensuspension bzw. 

Mitochondrienextrakt je 0,2 ml; t = 38°. Nach Abstoppen der Reaktion wurde 

Glyoxylat nach Testverfahren b analysiert. Zur Hemmung der Katalase End- 
konzentration an CN° = 5- 10-8m. 





intakte 


dialysierter Mitochondrienextrakt Mitbecitdndeian 





Zusatz CN® | Indophenol | Methylenblau | Malonat + FCH,-CO$ 








Quotient 0,68 | 0,10 | 0,13 0,52 


Fir den Fall der primaéren H,O,-Bildung und der anschlieBenden 
Zersetzung durch Katalase ist der Quotient theoretisch gleich 0,5 
(s. Gl. 4, S. 261). Der an intakten Mitochondrien bei Hemmung des 
Citrateyclus durch Malonat und Fluoracetat gemessene Wert stimmt 
damit gut tiberein. Wir glauben jedoch, da dieser nicht durch eine Be- 
teiligung von Katalase zustande kommt; vielmehr ist dieser Quotient 
als Folge einer liickenlosen Elektronenleitung tiber die Atmungskette 
zum Lauftsauerstoff zu verstehen. Zu dieser Deutung veranlassen uns 
die unten mitgeteilten Atmungsversuche, welche ergeben, da an in- 
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takten Mitochondrien die Glykolatoxydation durch CN®-Ionen véllig 
unterbunden wird. 


Differenzspektren zum Mechanismus des 
Elektronentransports 


Die Geschwindigkeit der Substratoxydation durch 2-Hydroxysaure- 
Dehydrogenase ist, wie ein Vergleich der optischen mit der Inkubations- 
methode oder manometrischen Messung der Sauerstoffaufnahme ergibt, 
mit Sauerstoff als Acceptor geringer als mit einem Elektronenacceptor 
negativeren Potentials. Das reduzierte FAD-Protein wird also im 
Strukturverband des Mitochondriums nicht unmittelbar durch den 
molekularen Sauerstoff reoxydiert ; die Elektronen werden wahrscheinlich 
an ein Glied der Atmungskette von geeignetem Potential tibergefiihrt. 
Um Mechanismus oder Funktion dieses Elektronentransportes zu priifen, 
haben wir verschiedene Modellsysteme ausgewahlt und versucht, von 
verschiedenen Reaktionszustainden diéser Systeme Differenzspektren 
aufzunehmen*. 

Die Reaktion am Flavinenzym kann in zwei getrennten Schritten 
erfolgen: 


Glykolat + Flavin —— Flavin-H, + Glyoxylat (8) 
Flavin-H, + 0, —————> H,0, + Flavin (9) 





Verhindert man die Reoxydation des reduzierten Flavinenzyms 
durch Sauerstoff-AusschluB, so miiBte die Flavinbande bei 450 my, 
gegen einen aeroben Reaktionsansatz gemessen, unterdriickt werden. 

a) Kurve [ in Abb. 12 zeigt das Differenzspektrum des anaeroben 
Testansatzes gegen den aeroben mit Glykolat in Phosphatpuffer vom 
pH 7,0. Vor der Messung wurden beide Kiivetten 5 Min. bei 38° in- 
kubiert. Die anaerobe Probe wurde dabei mit Stickstoff begast, wihrend 
der Messung aber unter Vakuum gehalten. Der aerobe Ansatz wurde bis 
zur Messung mit reinem Sauerstoff durchstrémt. 

Die Absorption bei 450 my ist in der anaeroben Probe gegeniiber 
der aerob gehaltenen Enzymlésung deutlich vermindert. Wird die 
anaerobe Probe mit Sauerstoff begast, so verschwindet sofort das Diffe- 
renzspektrum. 

b) Das gleiche Differenzspektrum wird erhalten, wenn eine anaerobe 
Probe gegen eine aerob gehaltene Enzymldésung, die jedoch kein Substrat 
enthalt, gemessen wird. Wir nennen diesen Reaktionsstatus (Flavin- 
gruppe reduziert) ,,Status I“. 

Gibt man im ,,Status I“ zu beiden Kiivetten gleiche Mengen 
2.6-Dichlor-phenolindophenollésung, so erhalt man nach kurzer In- 


* Die spektrophotometrischen Messungen erfolgten am Spektralphotometer 
Modell DU oder Modell DK I der Fa. Beckman-Instruments. Zur Untersuchung 
kamen entweder dialysierte Mitochondrien-Aufschliisse oder Lésungen des an- 
gereicherten Enzyms. 
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Abb. 12. Differenzspektren zum Mechanismus des Elektronentransports. 


Kurve I: Anaerober Ansatz ohne Elektronenacceptor, gemessen gegen einen 
aeroben Vergleichsansatz (mit oder ohne Glykolat) (Status I). 0,2 ml Enzym- 
losung (Praparat I); 0,5 ml 0,lm Glykolat; Phosphatpuffer ad 3,0 ml. Die 
anaeroben Losungen wurden unter Stickstoff pipettiert, wahrend der Messung die 
Kiivette evakuiert. Kurve IT: Zu beiden Kiivetten nach I Zugabe von 0,2 ml 0,1 proz. 
2.6-Dichlor-phenolindophenol; Vergleichsansatz ohne Glykolat (Status IT). Kurve 
III: Zu beiden Kiivetten nach II Zusatz von 0,2 ml Cytochrom-c-Lésung (8mg/m/) 
(Status III). Vor jeder Messung (d = 1 cm) wurde 5 Min. bei 37° gewartet. 


kubation als Differenzspektrum Kurve II der Abb. 12 (,,Status II*‘): 
Gegen die substratfreie Enzymlésung gemessen, tritt eine deutliche Re- 
duktion des Elektronenacceptors auf. Das typische Maximum der Ab- 
sorption von 2.6-Dichlor-phenolindophenol liegt bei 620 my, ent- 
sprechend dem in Kurve II auftretenden gré8ten Minimum. 


Die im ,,Status II‘‘ auftretende Bande bei 400—450 my ist nicht 
allein auf eine Reoxydation der reduzierten Flavingruppe im ,,Status I** 
zurickzufiihren; sie wird von der Bande des reduzierten Indophenols 
tiberlagert. 

Man gelangt zum gleichen Bild des ,,Status II‘‘, wenn von Beginn 
des Versuchs an beide Kiivetten den Elektronenacceptor enthalten. 
Dann ist es nicht nétig, eine der beiden Enzymlésungen anaerob zu 
halten. Das bedeutet, daB Elektronen vom reduzierten FAD-Enzym 
leichter an den Acceptor als an Sauerstoff iibergefiihrt werden. 


c) Gibt man zu beiden Ansitzen im ,,Status II“ gleiche Mengen an 
Cytochrom-c-Lésung, so tritt eine weitere Anderung des Differenz- 
spektrums ein. Nach kurzer Inkubation kann das Auftreten der typischen 
Banden von reduziertem Cytochrom ¢ bei 550 und 520 my beobachtet 
werden. Dieser Reaktionszustand wird ,,Status III“‘ genannt (Abb. 12). 
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Solange Substrat vorhanden ist, liegen reduzierte Flavingruppe und 
reduziertes Indophenol (Status I und II) im ,,steady state‘‘ vor. Dies 
gilt nicht fiir reduziertes Cytochrom c, welches standig neu gebildet wird. 
Daher k6énnen die absoluten GréBen der Absorptionsmaxima oder -mi- 
nima bei punktweiser Messung der Differenzspektren im Spektral- 
photometer Beckman DU nicht bewertet werden. Eine genauere Wieder- 
gabe des Reaktionsstatus III wird mit dem schnell registrierenden 
Spektralphotometer ,,Beckman Mod. DK I“ erreicht, wie in Abb. 13 
mit D-Glycerat als Substrat gezeigt ist. Die analogen Reaktionszustande 
des schrittweisen Elektronentransportes zum Cytochrom c konnten auch 
mit D- oder L-Lactat aufgenommen werden. Dabei kommt der gerade 
verlaufenden Basislinie keine physikalische Realitaét zu, was fiir die 
Qualitat der Messung jedoch ohne Bedeutung ist; die Kenntnis 
der relativen Lage und GréBe spezieller Maxima und Minima fiir den 
Nachweis der einzelnen Reaktionszustiande geniigt. 
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Abb. 13. Automatisch registrierte Differenzspektren von Reaktionsstatus I, II 
und III mit p-Glycerat. Beschickung der Kiivetten vgl. Abb. 12. Basislinie ohne 
Substrat. 


Wenn der Lésung von Enzym und Substrat vor dem Cytochrom-c- 
Zusatz kein 2.6-Dichlor-phenolindophenol zugegeben wird, treten die 
Absorptionsbanden des reduzierten Cytochroms c nicht auf. Das bedeutet, 
daB das reduzierte FAD-Enzym Elektronen nicht direkt auf Cytochrom c 
iibertragen kann. 

In Abb. 14 ist der ,,Status III‘‘ des Modellsystems bei Inkubation 
mit Glykolat beim Start der Reaktion mit Enzym sowie 2 bzw. 4 Min. 
danach dargestellt. Nach 4 Min. sind die typischen Banden des redu- 


\ 





Abb. 14. Differenzspektrum des 
Z Reaktionsstatus III nach verschie- 
denen Zeiten. Zahlen an den Kur- 

| jm 











ven: Minuten nach Start der Reak- 
—_ tion mit Enzym. Basislinie ohne 
0 Substrat. Dauer der Einzelmessung 
20Sek. ; vor jeder Messung Abgleich 
der 0-Linie. Substrat: Glykolat. 
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zierten Cytochroms c bei 550 und 520 my etwa doppelt so hoch wie nach 
2 Min. Fiir die gezeigte Methode kann anstelle von Indophenol auch 
Methylenblau als Elektronenacceptor dienen. Die Reproduzierbarkeit ist 
dabei geringer und kann nur unter vollig anaeroben Bedingungen er- 
reicht werden. 


Die Fahigkeit der Elektronentibertragung vom reduzierten Enzym 
auf bestimmte Acceptoren ist offensichtlich nicht nur eine Frage des 
Redoxpotentials, sondern auch eine Strukturfrage. Das Redoxpotential 
E,, von 2.6-Dichlor-phenolindophenol betragt + 217 mV (Methylenblau 
+11 mV); die Redoxpotentiale von reinem Sauerstoff bzw. oxydiertem 
Cytochrom c betragen +815 und +270mV. Obwoh! die Potential- 
differenzen zwischen Flavinenzymen und Sauerstoff oder Cytochromen 
geniigend groB fiir eine Oxydation der reduzierten Flavingruppe er- 
scheinen, verlauft die Reaktion am raschesten oder iiberhaupt nur in 
Gegenwart eines Systems mittleren Potentials, wie z. B. Indophenol 
oder Methylenblau. Das Enzym ist wahrscheinlich nicht auf eine direkte 
Reaktion mit Sauerstoff eingestellt; vermutlich greift es in struktu- 
rierten Mitochondrien an einer definierten Stelle der Atmungsketten- 
enzyme ein. Die erwahnte totale Hemmung der Glykolat-Atmung bei 
Gegenwart von Cyanid spricht ebenfalls fiir diese Annahme. 


Glykolat- und D-Glycerat-Atmung von Mitochondrien 
der Leber und des Herzens 


Der mitochondrialen Oxydation von Glykolsdiure, Glycerinsaéure 
oder Milchséure kann eine ahnliche Bedeutung wie der Oxydation von 
Glycerin-1-phosphat zukommen. Fiir den Transport des glykolytischen 
und extramitochondrialen Wasserstoffs zur Atmungskette laBt sich ein 
dem Glycerin-1-phosphat-Cyclus von Biicher analoger Stoffcyclus for- 
mulieren. In diesem Cyclus tibernimmt einerseits die NAD-spezifische 
extramitochondriale!® und andererseits die NAD-unabhangige mito- 
chondriale Glykolat- bzw. Glycerat-Dehydrogenase die Transport- 
funktion. 


Wir haben nun versucht, die relative GroBe der Atmung von Mito- 
chondrien aus Rattenleber oder Rattenherz mit 2-Hydroxysauren bei 
Beteiligung von 2-Hydroxysaéure-Dehydrogenase zu messen. Als At- 
mungsgr6Be mit Glykolat oder Glycerat definieren wir den prozentualen 
Anteil der Mitochondrienatmung, der bei Inkubation dieser Substrate 
verbleibt, wenn der Tricarbonsaurecyclus durch Fluoracetat und Malonat 
vollstandig gehemmt ist. In diesem Falle bliebe fiir die Oxydation der 
Hydroxysaéuren nur der Weg der Oxydation iiber 2-Hydroxysaure-De- 
hydrogenase. Zur Priifung der Funktionsfahigkeit und Kontrolle der 
Hemmung von Mitochondrien wurde in jedem Versuch die Pyruvat- 
Atmung ohne und mit Hemmung des Citratcyclus und als Vergleich die 
Glycerin-1-phosphat-Atmung gemessen. 
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In Tab. 10 sind einige Ergebnisse dieser Versuche tiber die relative 
potentielle Bedeutung der Glykolat- bzw. Glycerat-Atmung zur sees 


atmung zusammengestellt. 


Tab. 10. Relative AtmungsgréBe von Mitochondrien bei verschiedenen Substraten 
ohne und mit Hemmung des Citratcyclus durch Malonat und Fluoracetat. Dar- 
stellung von Lebermitochondrien in 0,25m, Herzmitochondrien in 0,28m Saccharose- 






































lésung®®. 
pl O,-Aufnahme/Stde. 
Substrat 4 °, Hemmung 
ohne Hemm. | mit. Hemm. 
I. Lebermitochondrien 
Pyruvat. . 74 0 0 
Glycerin-1- phosphat . 59 13 22 
Gly kolat . 5 36 10 27,8 
p-Glycerat . 31 7 22,6 
Pyruvat . . 32 0 0 
Glycerin- 1- phosphat . 48 17,6 36,6 
Glykolat . 39 28 a2 
D- Glycerat . 41 6 14,5 
Pyruvat. . 122 0 0 
Glycerin-1 ‘Phosphat 75 27 36 
Gly kolat . 66 26 39,4 
p-Glycerat. . 30 8 26,6 
L-Lactat . . 63 8 12,7 
L-Lactat . . 54 9 16,7 
L-Lactat . 62 11 a7 ,7 
Pyruvat... 31,6 0 0 
Glykolat . 85,4 0(+CN®) 0 
II. Herzmitochondrien 
PYTAVOD & sc: ‘ 9 0 0 
Glycerin-1 -phosphat : 20 1] 55 
D- Gly cerat . : 7 0 0 
L-Lactat . 23 0 0 
p-Lactat .. 19 0 0 
Pyruvat . 13,8 0 0 
Glycerin-1- phosphat . 14 10,8 80 
Gly kolat . : 9,0 27 30 
Pyruvat . : 18,2 0 0 
Glycerin-1- phosphat . : 11 8,4 76 
Glykolat . vgs 10,6 6,0 56,6 
Glykolat . 9,4 4,4 44,7 
p-G lycerat . 8 0 0 
L-Lactat . 16 0 0 











26 G. Lamprecht, Dissertat. Techn. Hochsch. Miinchen 1956; G. W. Plaut 


u. K. Armstrong-Plaut. J. biol. Chemistry 199, 141 [1952]. 
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Die Ergebnisse zeigen, daB an Lebermitochondrien der Anteil der 
Glykolatatmung in der GréBenordnung der Glycerin-1-phosphat-Atmung 
oder sogar dariiber liegt, wihrend die Glyceratatmung geringer ist und 
die Lactatatmung nur einen Bruchteil der Gesamtatmung ausmacht. 
Herzmitochondrien der Ratte zeigen eine erhebliche Glycerin-1-phosphat- 
Atmung und eine fast ebenso hohe Glykolatatmung, wahrend eine Oxy- 
dation mit D-Glycerat oder Lactat kaum stattfindet. 

Auch in diesem Zusammenhang werden die spektroskopischen 
Untersuchungen bestatigt, wonach CN® den Umsatz der 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase véllig hemmt, die wie die Enzyme der Atmungs- 
kette an die Mitochondrienstruktur gebunden ist (Glykolatatmung nach 
Cyanidzusatz = 0 durch Hemmung der Cytochromoxydase). 


Wasserstofftransport zwischen extra- und intra- 
mitochondrialem Raum 
Wir nehmen an, daB analog dem Substratpaar Glycerin-1-phosphat/ 
Dihydroxyacetonphosphat auch andere Systeme fiir den Wasserstoff- 
transport zwischen extra- und intramitochondrialem Raum geeignet 
sind. Fiir Lebermitochondrien kénnen wir das entsprechende System 
Glykolat/Glyoxylat formulieren: 


LDH 





Glyoxylat + NADH + H® > Glykolat + NAD® (1) 


Glykolat + Acceptor a... Glyoxylat + red. Acceptor (10) 


Reaktion 1 muB dann im Cytoplasma lokalisiert sein und die Oxy- 
dation des cytoplasmatisch gebildeten NADH tatigen. Reaktion 10 
soll in Mitochondrien ablaufen, wobei als Acceptor die Enzyme der 
Atmungskette dienen. Ein staéndiges Hin- und Herpendeln von Gly- 
oxylat und Glykolat zwischen extra- und intramitochondrialem Raum 
erméglicht auf diese Weise die mitochondriale Oxydation des im Cyto- 
plasma entstandenen NADH. 

Analoges gilt fiir das System Glycerat/Hydroxypyruvat. Bei Ver- 
wendung von D-Glycerat wird dieses infolge der Konfigurations- 
spezifitat der Lactat-Dehydrogenase zu L-Glycerat epimerisiert. 

Die Gleichungen 1 und 10 liegen auch dem beschriebenen NADH- 
Indophenoltest zur Aktivitaétsbestimmung von 2-Hydroxysaure-De- 
hydrogenase zugrunde. Abb. 15 zeigt das Verhalten eines solchen Re- 
aktions-Systems, wobei Elektronenacceptor iiberschiissiges Indophenol 
ist. Zur Anlieferung der notwendigen Menge Glyoxylats (nach Gl. 1) zur 
Ubernahme des Wasserstoffs aus NADH muB im System erst Reaktion 10 
in geringem AusmaBe ablaufen. Das System enthalt im Ausgangs- 
zustand neben dem Acceptor nur Glykolat und NADH, mit dem die 
Reaktion gestartet wird. Nach vollstandiger Oxydation des NADH 
kann durch neue Zugabe der Reaktionscyclus mehrere Male solange 
wiederholt. werden (Abb. 15), als Indophenol im UberschuB8 vorliegt. 
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Abb.15. NADH-Oxydation im ,,katalytischen Test’. In eine Kiivette der Schicht- 

dicke d = 1 em wurden pipettiert: 0,5 ml 0,01proz. 2.6-Dichlor-phenolindophenol ; 

0,3 ml 0,02m Glykolat; 0,02 ml Lactat-Dehydrogenase (1 mg/ml); 0,1 ml 2-Hy- 

droxysaure-Dehydrogenase-Lésung; 2,0 m/ 0,1m Phosphatpuffer, pH 7,6. Zu den 

durch Pfeile markierten Zeiten wurden die dort angegebenen Mengen an NADH in 

0,025, 0,01 bzw. 0,05 m/l Wasser zugegeben. MeBstrahlung 366 mu; Automatische 
Registrierung. 


Der von uns postulierte ,,Glycerat- bzw. Glykolat-Cyclus* erlaubt 
die Durchfiihrung eines echten ,,katalytischen Tests‘. Dabei befindet 
sich nur eine katalytische Menge an Glycerat oder Glykolat als Wasser- 
stoffiibertrager im Testsystem; das zu oxydierende NADH wird im 
gezeigten Beispiel durch Triosephosphatdehydrierung geliefert (Abb. 16). 
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8 Abb. 16. Verlauf des,,katalytischen 

= wl Tests‘ als Modell fiir den postu- 

Ss 70 SJ lierten Glykolat-Cyclus. In eine 

RS Pe: Kiivette der Schichtdicke d = 1 em 

werden pipettiert: 0,01 ml 0,05m 

' Glykolat- oder Glycerat-Lésung; 

80 ; ‘ , 1 5 0,2 ml NAD® (20 mg/ml); 0,01 ml 


Lactat-Dehydrogenase (1 mg/ml); 
0,2 m/0,01m Triosephosphatlésg. ; 
0,3ml 0,01 proz. 2.6-Dichlor-phenolindophenol; 2,0 ml 0,1m Phosphatpuffer, pH 7,6; 
0,1 ml 2-Hydroxysaure- Dehydrogenase-Lésung (Priparation II); Start mit 0,01 ml 
bzw. 0,02 ml Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase (0,3 mg/ml). K = Kontrolle 
ohne NAD®. MeBstrahlung 620 mu (Beckman-Modell DU mit Kompensograph). 


Min. 


Die Testbedingungen wurden so gewahlt, dais die Bildung von NADH 
durch die Triosephosphatdehydrierung der geschwindigkeitsbestimmende 
Schritt der Reaktionen bleibt: 
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Glycerinaldehyd-3-phosphat + NAD® + Orthophosphat —--——— 
1.3-Diphosphoglycerinsiure + NADH + H® (11) 


Als Summe der Gleichungen 11, 1 und 5 erhalt man: 





— 


Glycerinaldehyd-3-phosphat + Indophenol + Orthophosphat 
1.3-Diphosphoglycerinséure + Indophenol-H, (12) 


Wie der Testverlauf in Abb. 16 zeigt, bleibt Reaktion 11 tatsachlich 
geschwindigkeitsbestimmend. Bei Ablauf des,,Glykolat-Cyclus‘‘ wiirden 
demnach Gl. 11 und 1 im Cytoplasma, Gl. 5 dagegen im Mitochondrium 
stattfinden, wobei 1 und 5 die Schritte des eigentlichen postulierten Sub- 
stratcyclus an den Mitochondrienmembranen sind. 

In Abb. 17 ist der postulierte Wasserstofftransport zwischen extra- 
und intramitochondrialem Raum analog dem Schema des Glycerin-1- 
phosphat-Cyclus von Biicher dargestellt. 
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Abb. 17. Postulierter Substratcyclus (,,2-Hydroxysaiure-Cyclus) des Wasserstoff- 
transports zwischen extra- und intramitochondrialem Raum. 


Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durch das Schwerpunktprogramm ,,Biochemie“ groBziigig gefordert, wofiir 
wir auch an dieser Stelle warmstens danken. 


Zusammenfassung 


Aus Leber-Mitochondrien wurde eine 2-Hydroxysaure-Dehydro- 
genase isoliert und etwa 55fach angereichert. Das Enzym oxydiert ohne 
Beteiligung von Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid D- und L-2-Hydroxy- 
siuren zu den entsprechenden Oxosauren. Héchste enzymatische Re- 
aktionsgeschwindigkeiten besitzen Glykolséure und Glycerinsaure; 
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Milchséure oder 2-Hydroxy-buttersdéure werden vergleichsweise lang. 
samer umgesetzt. 

Der Nachweis der Reaktionsprodukte wird mit Hilfe zusammen. 
gesetzter enzymatisch-optischer Teste und durch Chromatographie der 
2.4-Dinitro-phenylhydrazone der Oxosauren erbracht. 3-Hydroxycarbon- 
siuren, Apfelsdéure, Glycerin-1-phosphat, 3-Phospho-D-glycerat oder 
Aminosauren werden nicht oxydiert. 

Die Michaelis-Konstanten fiir Glykolat, Glycerat und Lactat 
werden angegeben (s. Tab. 4). Das Maximum der Reaktionsgeschwindig- 
keiten liegt zwischen pH 7,5 und 7,9. Aktivatoren wurden nicht ge- 
funden. 

Durch Atebrin wird die Enzymreaktion gehemmt, die Inhibierung 
kann durch Flavin-Adenin-Dinucleotid-Zusatz aufgehoben werden. Das 
Enzym ist ein Flavoprotein, FAD die prosthetische Gruppe. 2-Hydroxy- 
siure-Dehydrogenase ist nicht identisch mit D-Lactat-Oxydase. 

Das Enzym katalysiert die Elektroneniibertragung von den Sub- 
straten direkt auf Luftsauerstoff; die Reaktionsgeschwindigkeit mit 
Elektronenacceptoren wie 2.4-Dichlor-phenolindophenol oder Methylen- 
blau ist jedoch erheblich héher. 

Durch vergleichende spektrale Untersuchungen und durch Messung 
der Atmungsgré6Ben ist wahrscheinlich, da} die Substrat-Elektronen in 
intakten Mitochondrien an strukturierte Enzyme der Atmungskette 
geeigneten Potentials tibertragen werden und dann eine liickenlose 
Elektronenleitung bis zum Sauerstoff erfolgt. 

An Leber-Mitochondrien wird — nach Hemmung der Substrat- 
oxydation via Tricarbonsaurecyclus — eine relativ hohe Glykolat- bzw. 
Glycerat-Atmung gefunden. Deren Ausma an der relativen Beteiligung 
bei der Gesamt-Atmung ist in der Leber vergleichbar mit der Glycerin-1- 
phosphat-Atmung; in Herz-Mitochondrien ist die 2-Hydroxysaure- 
Atmung gering. Mikrosomen der Leber enthalten die Dehydrogenase 
nicht. 

Die Bedeutung des Enzyms fiir den Wasserstofftransport zwischen 
extra- und intramitochondrialem Raum wird diskutiert. Mit Substrat- 
paaren wie Glykolat/Glyoxylat oder Glycerat/Hydroxypyruvat kénnen 
Substratcyclen postuliert werden, die einen Transport des cytoplasma- 
tischen ,,NADH-Wasserstoffs‘‘ durch die Mitochondrienmembran er- 
méglichen. UmsatzgréBen und Kinetik derartiger Substrateyclen werden 
an Modellsystemen demonstriert. 


Summary 


A 2-hydroxyacid dehydrogenase was isolated from liver mitochon- 
dria and purified about 55-fold. The enzyme oxidises D- and L-2-hydroxy- 
acids to the corresponding oxoacids, without the participation of nicotin- 
amide-adenine dinucleotide. Glycolic and glyceric acid showed the highest 
rates of reaction; lactic and 2-hydroxybutyric acid reacted more slowly. 
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The reaction products were demonstrated by linked enzymic 
spectrophotometric tests and by chromatography of the 2,4-dinitro- 
phenylhydrazones of the oxoacids. 3-hydroxy-carboxylic acids, malic 
acid, glycerol-1-phosphate, 3-phospho-D-glycerate and amino acids were 
not oxidised. 

The Michaelis constants for glycolate, glycerate and lactate were 
determined (Tab. 4). The pH-optimum was 7.5—7.9. No activators were 
found. 

The dehydrogenase was inhibited by atebrine; the inhibition was 
abolished by flavine-adenine dinucleotide. It is an FAD-flavoprotein and 
is not identical with D-lactate oxidase. 


The enzyme catalyses the direct transfer of electrons from the sub- 
strates to atmospheric oxygen. The reaction rate is, however, conside- 
rably higher with electron acceptors like 2,4-dichlorophenolindophenol 
or methylene blue. 


Comparative spectrophotometric studies and measurement of total 
respiration indicate that the substrate electrons are transferred to 
structural redox enzymes of suitable potential in the intact mitochondria, 
and then via the respiratory chain to oxygen. 

After the inhibition of substrate oxidation via the tricarboxylic 
acid cycle, liver mitochondria showed a relatively high respiration of 
glycolate or glycerate. In liver, the quantitative contribution to total 
respiration was comparable with that of glycerol-1-phosphate. In heart 
mitochondria, 2-hydroxyacid respiration was low. The dehydrogenase 
was not present in liver microsomes. 


The significance of the enzyme for hydrogen transport between the 
extra- and intramitochondrial space is discussed. With substrate pairs 
like glycolate/glyoxylate or glycerate/hydroxypyruvate, substrate cycles 
can be postulated, which would enable the transport of the cytoplasmic 
,,NADH-hydrogen“ through the mitochondrial membrane. The turnover 
and kinetics of such substrate cycles have been demonstrated in model 
systems. 


Privat-Dozent Dr. Walther Lamprecht, I. Medizinische Klinik der Uni- 
versitat, Miinchen, Ziemssenstr. 1. 
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Berichtigungen 


In der Arbeit ,,Zum Stoffwechsel und Wirkungsmechanismus der Ostrogene, 
II‘ von E. Hecker u. 8. M. A. D. Zayed (diese Z. 325, 209 [1961]) auf S. 211, 
11. Zeile v. o. lies ,, TPNH (10 mg/mil Puffer) statt ,, TPNH (1 mg/ml Puffer)“. 


E. Hecker 


In der Arbeit ,,Dje Konstitution des normalen adulten Humanhaémoglobins“ ~ 


von G. Braunitzer und Mitarbeitern (diese Z. 325, 283 [1961]) auf S. 285, 2. Zeile 
v. u. ist ,,94** zu streichen. 
G. Braunitzer 
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